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Generalidades de trigo y harinas de trigos argentinos 
 
Nuestro país es uno de los principales productores de trigo. La cosecha de trigo 
pan de la campaña 2009/10 fue de 7,5 millones de toneladas. La molienda de trigo 
pan durante los primeros diez meses de 2010 creció un 3,5% con respecto al mismo 
período del año 2009, registrando un valor de 5,31 millones de toneladas (Dirección 
de Mercados Agroalimentarios, MAGyP). En la actualidad, el sector molinero 
argentino demanda alrededor de 6 millones de toneladas de granos y se espera que 
en la cosecha 2010/11 se incremente la producción a 13 millones de toneladas 
(Informe Mensual de Diciembre de 2010 del MAGyP). La producción de trigo pan se 
concentra en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe y Córdoba, que suman en 
conjunto alrededor del 87 % del total. Sin embargo, en las últimas campañas la 
producción de trigo pan se ha extendido, y también se cultiva en provincias como 
Corrientes y Formosa, aunque esto no incrementó el total producido (Tabla 1).  
 
 Tabla 1. Participación por provincia en la producción de trigo pan. 
Campaña Bs. As. Santa Fe Córdoba E. Ríos Otras Total 
1996/97 67,71% 15,01% 6,71% 4,19% 6,38% 100% 
1997/98 72,05% 10,20% 4,16% 3,94% 9,64% 100% 
1998/99 60,42% 15,49% 10,71% 5,07% 8,31% 100% 
1999/2000 57,19% 18,00% 12,89% 3,80% 8,13% 100% 
2000/2001 61,74% 14,00% 12,11% 3,77% 8,38% 100% 
2001/2002 56,60% 13,98% 15,26% 3,44% 10,73% 100% 
2002/2003 55,55% 13,42% 14,15% 3,78% 13,10% 100% 
2003/2004 62,03% 13,03% 14,34% 4,50% 6,10% 100% 
2004/2005 61,52% 10,98% 14,65% 5,03% 7,82% 100% 
2005/2006 59,26% 14,69% 13,62% 5,66% 6,77% 100% 
  Fuente: Dirección de Industria Alimentaria con datos de Estimaciones Agrícolas - SAGPyA. 
 
 
Durante el año 2009 en Argentina de los 6 millones de toneladas de trigo pan que 
se molieron se obtuvo alrededor de 3,8 millones de toneladas de harina. Según 
datos suministrados por la MAGyP, en el período acumulado enero-octubre 2010 se 
produjo un incremento del 3% en la producción de harina de trigo respecto al mismo 
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período de 2009. Alrededor del 80% de la producción de esta harina tuvo como 
destino el mercado interno. El 71,3% se destina para elaborar pan y el 28,7% 
restante para pastas, galletitas y bizcochos, consumo como harina fraccionada y 
otros (Figura 1). Del total utilizado para la elaboración de pan, el 71,3% lo consumen 
las pequeñas y medianas empresas artesanales y sólo el 4,7% las panificadoras 
industriales en la producción de pan y bollería. El consumo por habitante en los 
primeros diez meses del año 2010 alcanzó los 7,9 kg/mes, superando en un 5,9% el 
consumo del mismo período del año 2009 (SAGPyA, 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Destino de la harina de trigo en el mercado interno. 
 
 
Legislación Nacional para harinas de trigo 
 
Las harinas tipificadas comercialmente como: cuatro ceros (0000), tres ceros 
(000), dos ceros (00), cero (0), medio cero (medio 0), harinilla de primera y harinilla 
de segunda, corresponden a los productos que se obtienen de la molienda gradual y 
metódica del endosperma de trigo en cantidad de 70-80% del grano limpio (CAA, 
2004) (Tabla 2). 
La harina 000 es la que se utiliza comunmente en la elaboración de panes, ya que 
su alto contenido de proteínas posibilita la formación de gluten y se consigue un 
buen leudado sin que las piezas pierdan su forma. La harina 0000 es más refinada y 
más blanca y es utilizada para la elaboración de pastas y en pastelería. 
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  Tabla 2. Parámetros principales de los diferentes tipos de harina. 
Harina tipo Humedad 
(g/100g) 
Cenizas 
(g/100g) 
Absorción 
(g/100g) 
Volumen pan 
(cm3) 
 Máximo Máximo  Mínimo 
0000 15,0 0,492 56-62 550 
000 15,0 0,650 57-63 520 
00 14,7 0,678 58-65 500 
0 14,7 0,873 60-67 475 
½ 0 14,5 1,350 - - 
 
 
Principales componentes de la harina 
  
Almidón 
 
Es el carbohidrato mayoritario de la harina de trigo y es extensamente utilizado en 
la industria alimentaria. Los gránulos de almidón de harina de trigo presentan dos 
tamaños principales, los pequeños y esféricos (tipo B) de un diámetro menor a 10 
µm y los grandes y lenticulares (tipo A) de un diámetro cercano a 20 µm 
(Prabhasankar y col., 2003). Este polisacárido está compuesto principalmente por 
polímeros de α-D-glucanos y pequeñas cantidades de constituyentes no glucídicos: 
lípidos y proteínas. Los dos carbohidratos de mayor peso molecular que forman 
parte del almidon son la amilosa y la amilopectina, las cuales estan presentes en 
una relación aproximada de 25:75 (Jane, 2004). La amilosa es un polímero 
esencialmente lineal, compuesta por 500-6000 unidades de glucosa enlazadas a 
través de uniones α-D-1,4 (Figura 2), con escasos puntos de ramificación formados 
por enlaces α-D-1,6 (Shibanuma y col., 1994). La conformación espacial que 
adquiere este polisacárido es de hélice con grupos hidroxilo hacia el exterior y 
átomos de hidrógeno hacia el interior de la misma, esto le da característica lipofílicas 
al interior de la hélice que le permite asociarse a lípidos formando complejos 
amilosa-lípido (Figura 3).  
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Figura 2. Representación esquemática de una molécula de amilosa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Por su parte, la amilopectina es un polímero ramificado que posee una cadena 
central similar a la de la amilosa pero con ramificaciones con enlaces α-D-1,6 cada 9 
a 20 unidades de D-glucosa (Whistler y Daniel, 1984) (Figura 4). El enlace α-D-1,4 
imparte a la molécula un giro natural, con lo que la conformación de las cadenas es 
helicoidal (Greeenwood, 1976).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Representación esquemática de una molécula de amilopectina. 
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Figura 3. Disposición espacial de la molécula de amilosa. 
Introducción 
 6
El modelo actualmente aceptado para la conformación de la amilopectina es en 
forma de racimo o de “clusters”, que permite explicar la presencia de zonas 
cristalinas (arreglos de doble hélice) y amorfas (zonas de ramificación densa), con 
las cadenas de amilosa co-cristalizadas (Figura 5) (Zobel, 1988; Zobel y col., 1988; 
Imberty y col., 1991; Jovanovich, 1997).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Modelo en racimo de la amilopectina 
 
Los gránulos de almidón nativo dan diferentes diagramas de difracción de rayos 
X, dependiendo del orígen botánico. El patrón tipo A corresponde a almidones de 
cereales (Hayakawa y col., 1997; Abdel-Aal y col., 2002; Yoo y Jane, 2002), el tipo B 
a almidones de tubérculos y el tipo C a almidones de legumbres (Zobel, 1988; Zobel 
y col., 1988; Jovanovich, 1997) (Figura 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Patrones de difracción de rayor X para almidones de cereales (A), tubérculos (B), 
legumbres (C) y para el complejo amilosa-lípido (V). 
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La cristalinidad de los gránulos de almidón de cereales es baja (15-30%), por lo 
que se visualiza al gránulo como una matriz de gel con regiones cristalinas 
embebidas (Figura 7) (Zobel y col., 1988; Eliasson y Gudmundsson, 1996). La fase 
amorfa es heterogénea, y consiste en amilosa amorfa y regiones intercristalinas de 
ramificación densa de amilopectina.   
La amilosa posee la capacidad de formar complejos de inclusión con los lípidos 
que posee la harina. La formación de dichos complejos forma estructuras 
cristalográficas con un patrón tipo V (Figura 6).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Representación de zonas cristalinas y amorfas de amilopectina y amilosa. 
 
 
Proteínas de trigo 
 
El 80% de los aspectos de calidad panadera de las harinas se debe a las 
variaciones producidas en las proteínas que conforman el gluten (Shewry y col., 
2001). La cantidad de estas proteínas varía de acuerdo al tipo de trigo, el clima, la 
época de recolección y la tasa de extracción (rendimiento de molienda).  
Las proteínas de trigo han sido objeto de numerosos estudios y constituyen un 
campo del conocimiento en continua expansión. Los estudios de fraccionamiento de 
estas proteínas fueron abordados por distintos autores en el siglo pasado y 
 Zonas cristalinas 
 Zonas amorfas 
  Cadenas de amilosa 
  Cadenas de amilopectina 
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culminaron en los protocolos de extracción fraccionada propuestos por Osborne 
(1907) que constituyen la base de la clasificación de las proteínas de los distintos 
cereales. Este autor dividió las proteínas del grano de trigo en cuatro clases 
basándose en su solubilidad. Las albúminas, solubles en agua; las globulinas, 
solubles en soluciones salinas pero insolubles en agua; las gliadinas, solubles en 
etanol acuoso (concentraciones 60-70%) e insolubles en soluciones acuosas y las 
gluteninas, insolubles en alcoholes y solventes acuosos neutros. Las albúminas y 
las globulinas cumplen principalmente funciones metabólicas y conforman 
aproximadamente un 20% de las proteínas totales de la harina de trigo (Singh y 
MacRitchie, 2001). El 80% restante de las proteínas está formado por las gliadinas y 
gluteninas, cuya principal función es la de almacenamiento.  
El gluten es la red viscoelástica que se obtiene luego de lavar la masa de harina 
de trigo con agua para remover el almidón y demás componentes solubles. El gluten 
seco contiene, además de las proteínas, almidón residual (10-15%) y lípidos 
(Kalichevsky y col., 1992). Las proteínas del gluten están compuestas por: 
 
GLIADINAS. Constituyen aproximadamente el 50% de las proteínas de reserva 
del grano de trigo (Shewry y col., 1986). Son las proteínas responsables de la 
extensibilidad de la masa y están relacionadas con el comportamiento viscoso de la 
misma. Son proteínas principalmente monoméricas, con masas moleculares desde 
30 hasta 50 kD.  
El advenimiento de las técnicas electroforéticas a principio de los años 60 permitió 
la separación de las distintas fracciones clasificadas en base a su solubilidad. 
Woychik y col. (1961) clasificaron la fracción de gliadinas en distintos grupos de 
acuerdo a su movilidad electroforética. Así se las dividió en α, β, γ y ω gliadinas, 
fracciones que a su vez presentan diversos componentes. Las gliadinas son 
monómeros, algunas poseen puentes disulfuro intracetenarios como las α, β y γ 
gliadinas, en tanto que en las ω-gliadinas estos se encuentran ausentes. Mediante 
análisis por SDS-PAGE en presencia de 2-mercaptoetanol se observó que las α, β y 
γ gliadinas presentan pesos moleculares similares, entre 30-45 kD siendo 
indistinguibles mediante esta técnica (Bietz y Wall, 1972; Ewart, 1973; Kasarda, 
1983). Se sabe que las α y β gliadinas están íntimamente relacionadas en lo que 
respecta a secuencia de aminoácidos y frecuentemente se incluye a ambos grupos 
Introducción 
 9
dentro de las α-gliadinas (Shewry y Tatham, 1986; Shewry y col., 2001). Las ω 
gliadinas presentan una masa molecular mayor, oscilando entre 50 y 65 kD 
(Hamauzu y col., 1974). La composición aminoacídica de las α, β, γ y ω-gliadinas es 
similar (Tatham y col., 1990), aunque las ω gliadinas poseen muy pocos 
aminoácidos esenciales y prácticamente carecen de metionina y cisteína, son 
incapaces de formar puentes disulfuro. Estas gliadinas también se caracterizan por 
tener altos niveles de glutamina (glutamato) (40-50 mol%), prolina (20-30 mol%) y 
fenilalanina (7-9 mol%) los que representan aproximadamente un 80% del total de 
los aminoácidos de esta fracción (Wieser, 2007).  
Estas proteínas están formadas por un dominio no repetitivo rico en estructura 
secundaria α-hélice y por un dominio no repetitivo rico en estructura giros β (Tatham 
y Shewry, 1985).  
Las γ gliadinas se diferencian de las α y β gliadinas en su contenido en ácido 
aspártico, prolina, metionina, tirosina, fenilalanina y triptófano. Todas las gliadinas 
tienen baja cantidad de arginina, lisina y grupos carboxílicos libre como ácido 
aspártico y glutámico. Los ácidos aspártico y glutámico se encuentran amidados casi 
en su totalidad (Bietz y col., 1977; Tatham y col., 1990). 
Las α y γ gliadinas constan de 250 a 300 residuos de aminoácidos. Poseen un 
dominio N-terminal repetitivo que representa entre un tercio y un medio de la 
secuencia de la proteína, que es rica en residuos de prolina y glutamina; y un 
dominio C-terminal no repetitivo que posee residuos de cisteína (Shewry y Tatham, 
1990). Las γ-gliadinas poseen ocho residuos de cisteína que se encuentran 
localizados en el dominio C-terminal y forman cuatro enlaces disulfuro 
intramoleculares, por lo que no son capaces de formar nuevos enlaces covalentes 
con otras proteínas del gluten. Las α-gliadinas poseen seis residuos de cisteína 
ubicados en el mismo dominio que las γ-gliadinas y que forman tres enlaces disulfuro 
intermoleculares. Estos enlaces disulfuro son importantes ya que favorecen el 
plegamiento de la estructura proteica de las gliadinas y determinan la naturaleza de 
las interacciones no covalentes con la red de gluteninas (Wrigley y Bekes, 2002). 
Las ω-gliadinas están formadas por aproximadamente 350 residuos aminoacídicos, 
dentro de los cuales la Prolina, la Glutamina y la Fenilalanina conforman secuencias 
repetitivas que representan más del 80% de la composición aminoacídica de estas 
proteínas. Como se hizo mención anteriormente, las ω-gliadinas no contienen 
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residuos de cisteína, por lo que están limitadas para formar interacciones covalentes 
en la masa (Tatham y Shewry, 1995).  
 
GLUTENINAS. Son las proteínas que proporcionan la fuerza o tenacidad a la 
masa. También están relacionadas con la elasticidad y el comportamiento sólido de 
la misma. Son proteínas poliméricas con masas moleculares estimadas mayores a 
106 D (Payne y col., 1980; Wieser y col., 2006).  
En el año 1960 con el desarrollo de solventes caotrópicos (urea y detergentes) se 
pudo ampliar los estudios de las gluteninas que se veían limitados por la baja 
solubilidad. De esta manera se logró solubilizar hasta un 95% de la totalidad de las 
proteínas de gluten (Shewry y col., 2001). Mediante electroforesis SDS-PAGE 
desnaturalizante en presencia de 2-mercaptoetanol se determinó la presencia de 
dos tipos principales de componentes, las gluteninas de alto peso molecular (HMW-
GT) y las gluteninas de bajo peso molecular (LMW-GT) (Shewry y col., 1986). 
Presumiblemente ambas fracciones se encuentran en el trigo agregadas y formando 
puentes disulfuro intercatenarios, lo que dificulta su extracción en solventes acuosos 
o etanólicos. Mediante SDS-PAGE se determinó un peso molecular entre 70 y 150 
kD para las HMW-GT y de 30-50 kD para las LMW-GT (Bietz y Wall, 1972; Payne y 
col., 1980). Las subunidades de alto peso molecular forman un 5 a 10% de las 
gluteninas (Payne, 1986; Wieser, 2007). Las subunidades de bajo peso molecular se 
asemejan a las α, β y γ-gliadinas en masa molecular y en secuenciación de 
aminoácidos, componiendo un 20 a un 30 % del total de las proteínas del gluten 
(Gupta y col., 1991; Müller y col., 1998; Wieser, 2007). De acuerdo al peso molecular 
de los polímeros que conforman las gluteninas (aproximadamente veinte millones de 
Daltons) basado en datos obtenidos por cromatografía de exclusión (Huebner y Wall, 
1976), estas proteínas son las que se consideran como las más grandes en la 
naturaleza y están formadas por mezclas heterogéneas de polímeros unidos por 
puentes disulfuro pudiéndose luego de romper los mismos, clasificar en cuatro 
grupos según su movilidad en SDS-PAGE. El grupo A con una masa molecular 80 a 
120 kD que corresponde a las subunidades de gluteninas de alto peso molecular 
(HMW-GT). El grupo B posee un rango de masas moleculares entre 42 y 51 kD y el 
grupo C entre 30 a 40 kD y ambos forman parte de las gluteninas de bajo peso 
molecular (LMW-GT) (Payne y Corfield, 1979). Finalmente el grupo D, también 
perteneciente a las LMW-GT es altamente ácido y deriva de las ω gliadinas, se ha 
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encontrado que el mismo está compuesto por ω-gliadinas modificadas que han 
adquirido residuos de cisteína (Jackson y col., 1983; Masci y col., 1993, 1999; 
D’Ovidio y Masci, 2004). 
En base a las homologías de secuencia aminoacídica Shewry y colaboradores 
(1986) propusieron un agrupamiento de las proteínas de gluten en: prolaminas ricas 
en azufre, prolaminas pobres en azufre y gluteninas HMW-GT (Figura 8). Las 
prolaminas ricas en azufre incluyen a las α, β y γ gliadinas y las gluteninas LMW-GT, 
las cuales comparten secuencias en común, así como una organización similar con 
estructura en dominios. Todas presentan varias cisteínas en su secuencia (en 
regiones no repetitivas), sin embargo en las α, β y γ gliadinas todos los restos 
sulfhidrilo se encuentran formando puentes disulfuro intracatenarios, mientras que 
las LMW-GT presentan restos SH libres capaces de formar puentes disulfuro 
intercatenarios con otras LMW-GT o con las HMW-GT, siendo responsables de sus 
propiedades de solubilidad (Shewry y Tatham, 1997a). Las ω-gliadinas son pobres 
en azufre pues no presentan cisteína en su composición aminoacídica (Figura 8).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Clasificación y nomenclatura de las proteínas que conforman el gluten. HMW-GT: 
gluteninas de alto peso molecular, LMW-GT: gluteninas de bajo peso molecular. 
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Las gluteninas HMW-GT pertenecen a un tercer grupo que no presenta homología 
con los anteriores. La agregación y formación de puentes disulfuro intercatenarios es 
un comportamiento típico de estas proteínas. En la Figura 9 se muestra un modelo 
estructural basado en datos espectroscópicos detallados por Shewry y col. (2001). 
Los estudios muestran a las subunidades de gluteninas de alto peso molecular como 
moléculas alargadas que poseen una estructura espiral β en la región central 
repetitiva (Goldsbrough y col., 1989; Shewry y Tatham, 1997b; VanDijk y col., 1997a 
y b) y dos dominios no repetitivos, uno C-terminal y otro N-terminal, el cual presenta 
el mayor número de cisteínas. Estos residuos proveen de los sitios para la formación 
de puentes disulfuro intermoleculares. La estructura espiral β de la región central 
presenta elasticidad intrínseca y es la que conferiría al gluten sus propiedades 
elásticas (Shewry y col., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Modelo estructural de subunidades de gluteninas HMW-GT basado en estudios 
predictivos, espectroscópicos e hidrodinámicos (Shewry y col., 2001). 
 
 
En la Figura 10 se resumen los conocimientos estructurales que se tiene sobre las 
gluteninas HMW-GT. Las estructuras espiral β, formadas en la región central y 
estabilizadas por uniones puentes hidrógeno, contribuyen con la elasticidad del 
gluten. Los residuos de cisteína adicionales en el dominio repetitivo pueden formar 
puentes disulfuro intercatenarios causando un aumento de la rigidez del polímero. 
Los dominio N y C-terminal pueden formar puentes disulfuro intercatenarios 
formando polímeros de HMW-GT con LMW-GT.  
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Figura 10. Resumen de los conocimientos estructurales de las HMW-GT que pueden 
determinar la elasticidad del gluten y de la masa (Shewry y col., 2001). 
 
 
Gluten 
 
Uno de los modelos estructurales más aceptado para el gluten es el propuesto por  
Shewry y colaboradores (2001) (Figura 11). Este modelo asigna a las gluteninas 
HMW el rol de “columna vertebral” de la red proteica, las cuales se encuentran 
unidas entre sí por uniones puentes disulfuro intermoleculares ubicados en los 
extremos. A su vez las HMW-GT se unen a las gluteninas de bajo peso molecular 
(LMW-GT) también mediante puentes disulfuro formando puntos de ramificación. 
Esta estructura está estabilizada en gran medida por los puentes disulfuro (intra e 
intercatenarios) en los extremos de cada subunidad. Estos puentes son los que le 
otorgan a la masa la tenacidad y elasticidad. Por su parte, las gliadinas interactúan 
con esta estructura de gluteninas mediante uniones no covalentes, lo cual confiere a 
la masa las características de extensibilidad (Jeffrey y Saenger, 1994; Belton, 1999; 
Shewry y col., 2001) (Figura 11).   
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 Residuos de cisteína adicionales
en el dominio repetitivo Estructura espiral β 
Dominios N y C-terminal con estructura globular
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Figura 11. Modelo estructural del gluten. HMW-GT: gluteninas de alta masa molecular, 
LMW-GT: gluteninas de baja masa molecular.  
 
 
Popineau y colaboradores (1994) demostraron que en el gluten las cadenas de 
gluteninas forman estructuras hojas β alineadas en una red extendida de puentes 
hidrógeno. Posteriormente, Belton (1999) demostró que los puente hidrógeno 
generados entre las regiones repetidas de las subunidades de HMW-GT son los que 
confieren elasticidad a la red de gluten. De acuerdo a los resultados obtenidos en 
sus investigaciones Belton propuso un modelo para explicar la elasticidad del gluten 
al cual le dio el nombre de modelo de “bucle y cadena” (“loop and train”). Este 
modelo propone que en condiciones de baja hidratación se generan numerosas 
uniones puente hidrógeno entre las estructuras espirales β de las proteínas (Figura 
12 a). A medida que los niveles de hidratación aumentan, el sistema es plastificado 
permitiendo la orientación de los giros β en estructuras espirales β adyacentes para 
formar estructuras que se asemejan a conformaciones lámina plegada β 
intercatenarias (Figura 12 b). Un incremento posterior en la hidratación del sistema 
conlleva a la ruptura de algunos de los puentes hidrógeno intercatanarios con la 
consecuente formación de enlaces puente hidrógeno entre las proteínas y las 
moléculas de agua. Este fenómeno da como resultando regiones “bucle”, las cuales 
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están asociadas a estructuras giros β (Figura 12 c).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Modelo “bucle y cadena” (“loop and train”) de Belton (1999). Efecto de la 
hidratación. 
 
 
En este modelo las proteínas de gluten están estabilizadas por interacciones no 
covalentes entre moléculas paralelas. Las HMW-GT inicialmente presentan una 
conformación en forma de bucle (“loop”) que, al ser sometidas a extensión 
mecánica, se forman polímeros alineados en los cuales se favorece la formación, en 
altas proporciones, de conformaciones láminas β. El estiramiento de los polímeros 
produce primero la deformación de los bucles (“loops”) y posteriormente de las 
cadenas (“trains”), a la vez que se rompen las interacciones no covalentes. Durante 
la extensión los puentes disulfuro se rompen y se reestablecen derivando en una red 
alineada en dirección a la extensión. Sin embargo, puede producirse la restauración 
del equilibrio de bucles y cadenas espontáneamente, resultando en la relajación de 
la estructura del polímero (Belton, 1999; Shewry y col., 2001, 2002). Estos modelos 
estructurales fueron extensamente relacionados con la viscoelasticidad del gluten y 
con la estabilidad de los polímeros (Belton, 2005; Wellner y col., 2005). 
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Si bien existen diversos estudios sobre la interacción entre las gliadinas y/o las 
gluteninas LMW-GT y sus efectos en la panificación, los investigadores han 
dedicado la mayor parte de sus investigaciones a estudiar principalmente las 
interacciones existentes entre las gluteninas HMW-GT, a pesar de que sólo 
representan del 8 al 10 % de las proteínas del gluten (Halford y col., 1992). Con 
respecto a las gliadinas se sabe que la incorporación de gliadinas totales y de 
fracciones purificadas de las mismas al gluten disminuye la proporción de 
entrecruzamiento en la matriz, siendo esta disminución mayor para las fracciones de 
α y ω-gliadinas (Khatkar y col., 2002b). Estas fracciones mejorarían las propiedades 
de amasado y cocción de las masas, aunque este comportamiento sería menos 
pronunciado para las ω-gliadinas (Khatkar y col., 2002a). Estos datos sugieren que 
las gliadinas son capaces de modificar la formación de estructuras lámina plegada β 
intermoleculares en el polímero de gluten, lo que conlleva a suponer que las mismas 
actuarían como plastificantes otorgando a la masa su carácter viscoso. 
Por otra parte, se ha propuesto que la estructura espiral β de las HMW-GT 
pueden contribuir con la elasticidad del gluten, aunque es probable que las 
interacciones puente disulfuro y puente hidrógeno, existentes entre dichas 
subunidades, también estén involucradas (Belton, 1999; Shewry y col., 1992). Al 
igual que las interacciones entre las moléculas de gluteninas HMW-GT, las uniones 
de estas últimas con las LMW-GT también son importantes en la formación de la 
matriz de gluten. Field y col. (1983) han demostrado que la cantidad de agregados 
de prolaminas formados durante el amasado correlacionan con la fuerza de la masa, 
mostrando el rol fundamental que cumplen estos polímeros sobre las propiedades 
viscoelásticas de la masa.  
 Además de los enlaces covalentes, las uniones no covalentes entre las proteínas 
de gluten también son importantes en la determinación de la viscoelasticidad del 
gluten. Las estructuras lámina plegada β, formadas por los enlaces puente 
hidrógeno de los dominios repetitivos, proporcionan una fuente de enlaces no 
covalentes en los polímeros de glutenina, además de los puentes disulfuro. Belton 
(1999) propuso que este comportamiento contribuiría con las propiedades elásticas 
de la masa.  
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Principales componentes de la masa panaria 
 
Los principales componentes de la masa pan son los siguientes:  
 
- Harina de trigo: En la elaboración de productos de panificación tales como pan, 
cereales para desayuno, pastas y alimentos para bebés, la harina de trigo es la 
materia prima de principal importancia. Las propiedades únicas de esta harina son 
debidas a la calidad de sus proteínas (Schofield y Booth, 1983). Estas proteínas 
pueden sufrir variaciones en función de la variedad, lugar de cultivo, clima y 
tecnología de molienda. Sus propiedades dependen en gran medida de la capacidad 
de embeber agua, sin embargo, la mayor parte del agua presente en la masa 
panaria se encuentra interaccionando con el almidón, el cual constituye las 4/5 parte 
de la harina. La capacidad de las proteínas de gluten para formar la red viscoelástica 
está influenciada por el pH de la masa y la actividad proteolítica de las enzimas α y β 
amilasas. Una harina fresca tiene un pH de 6-6,2. El pH óptimo para la panificación 
es 5, esto significa que las harinas almacenadas son más aptas para la panificación, 
ya que el almacenamiento acidifica la harina. La viscosidad y elasticidad de la masa 
dependen principalmente de la cantidad de agua que se agrega, la temperatura a la 
que se amasa y el tiempo transcurrido desde el amasado. 
 
- Agua: Juega un papel fundamental en la formación de la masa, ya que contribuye 
a la incorporación total de los ingredientes. Hidrata al almidón y permite la formación 
del gluten, lo cual da como resultado una masa extensible y elástica capaz de 
retener el CO2 producido durante la fermentación. 
Tradicionalmente la masa es preparada por la combinación de harina y agua. La 
distribución e hinchamiento de las partículas de harina luego del mezclado favorece 
la formación de una matriz de proteínas que retiene el almidón (Campos y col., 
1997). Durante el proceso de amasado, la masa aumenta la resistencia a la 
extensión. Una vez que la misma ha alcanzado su punto óptimo de desarrollo está 
apta para panificar, ya que en este momento se alcanzan las propiedades reológicas 
adecuadas (Spies, 1990).  
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- Sal: Actúa principalmente sobre la formación de gluten, ya que las gliadinas tienen 
menor solubilidad en solución salina, dando lugar a la formación de una mayor 
cantidad de gluten. Como consecuencia de las fuerzas de atracción electrostáticas 
que actúan en la red formada en presencia de sal, el gluten obtenido presenta fibras 
más cortas y es menos elástico, esto conduce a la obtención de una masa más 
compacta que la elaborada sin sal. Otra de las propiedades de la sal es controlar la 
actividad de la levadura durante la fermentación. Además, favorece la coloración y 
las características texturales de los productos horneados. También influye en el 
estado de conservación de los panes, debido a su capacidad higroscópica (Shiu y 
Yeh, 2001; Angioloni y Dalla Rosa, 2005; Farahnaky y Hill, 2007). 
 
- Agentes leudantes: La levadura biológica más comunmente utilizada en 
panificación es la Saccharomyces cerevisiae spp. Su función principal es transformar 
los azúcares en CO2, alcohol etílico y energía. Aproximadamente la mitad del peso 
del azúcar consumido por las levaduras durante la fermentación de la masa es 
transformado en alcohol. Por su parte, el CO2 producido en esta etapa se disulve en 
la masa en la forma de bicarbonato, lo cual provoca la acidificación de la masa. La 
acumulación de CO2 en las burbujas no comienza hasta que la masa está saturada 
con el bicarbonato generado. La mayor parte del CO2 (80-100%) y casi la totalidad 
del etanol generado son retenidos en la matriz de la masa hasta el momento del 
horneado, instante en el cual la masa manifiesta una expansión de 
aproximadamente tres veces su volumen (Jackel, 1969). Cerca de la mitad de este 
incremento es generado por el dióxido de carbono y el resto de la expansión es 
causada por la evaporación del etanol (Moore y Hoseney, 1985). El incremeto final 
de volumen ocurre cuando la masa es colocada en el horno. Este fenómeno es el 
resultado de un aumento del volumen de las burbujas como consecuencia del 
incremento de la temperatura; de una disminución en la solubilidad del CO2 al 
aumentar la temperatura, de la evaporación del etanol en la masa y de un 
incremento en la actividad de las enzimas de las levaduras a mayores temperaturas 
antes de ser inactivadas a alrededor de 40-50ºC (Maloney y Foy, 2003). Finalmente 
el CO2 generado es retenido por la red de gluten y el resultado final es la obtención 
de un pan con una miga esponjosa.           
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Proceso de panificación 
 
La panificación es un proceso en el cual se obtiene un producto fermentado por 
levaduras a base de harina y agua. En dicho producto se forma una matriz de gluten 
que atrapa el gas generado durante la fermentación, influyendo directamente en la 
formación de la estructura de la miga. La estructura y calidad sensorial del pan 
depende de la naturaleza de dicha matriz (Cauvain, 2003).  
La metodología de panificación tradicional argentina se destaca por utilizar escasa 
levadura y realizar fermentaciones muy largas. Estas variables de proceso también 
condicionan la calidad panadera, pudiendo modificar la vida útil del producto (Ribotta 
y col., 2004; Ponzio y col., 2008). 
Durante el amasado las partículas de harina se hidratan lentamente. A su vez, y 
gracias al trabajo mecánico que se aplica durante el proceso, las moléculas de 
gluten interaccionan entre sí y dan lugar a la formación de la red tridimensional, lo 
que se traduce en una masa cohesiva, extensible y con capacidad de retener los 
gases producidos en la fermentación. El almidón también se integra en la red de 
gluten, al igual que el resto de los componentes de la harina. A la vez que se 
desarrolla la red de gluten, la masa incorpora aire en forma de diminutas burbujas 
que serán las responsables del alveolado final de la miga de pan. Durante el 
amasado las amlilasas se activan y se generan azúcares fermentables que 
constituyen el sustrato para la acción de las levaduras, las cuales transformarán 
estos azúcares en alcohol, CO2 y otros compuestos menores que influirán en el 
aroma final del pan. Como resultado de este proceso la masa se expande y cambia 
sus propiedades físicas, facilitando el laminado y la formación de las piezas. En los 
procesos de panificación es habitual realizar una fermentación inicial, en el bollo de 
masa, antes del formado definitivo de las piezas, y otra final, con la pieza ya 
formada. La primera persigue un cambio en la reología de las masas que facilita su 
manejo, formación o mecanización, e influirá en la calidad del pan producido; estos 
cambios dependerán de la temperatura y el tiempo de amasado (Basaran y 
Gocmen, 2003; Calderon-Dominguez y col., 2004). La segunda pretende 
incrementar el tamaño de las piezas para obtener un producto esponjoso. Una vez 
fermentadas las piezas deben introducirse en el horno. La expansión del volumen de 
las piezas durante la primera fase del horneado está influenciada por dos factores: 
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por un lado los gases ocluidos en el interior de las piezas se expanden al 
incrementarse la temperatura; por otro, parte del agua y del etanol presentes en las 
masas se evaporan, pasan a los alvéolos y favorecen la expansión (Gómez-Pallarés 
y col., 2007). Cuando la masa alcanza cierta temperatura el almidón comienza a 
gelatinizar (Figura 13 a y b), mientras que el gluten se deshidrata y desnaturaliza. 
Estos cambios marcan el final de la expansión de las piezas y dan lugar a la miga 
final. La gelatinización es la destrucción irreversible del orden molecular del gránulo 
de almidón (Atwell y col., 1988). Durante el calentamiento los gránulos de almidón 
absorben agua y se hinchan perdiendo su estructura semi-cristalina. Una pequeña 
cantidad de almidón, principalmente amilosa, es liberada en la región intergranular, 
lo que conduce a un aumento de la viscosidad (Figura 13 b). Parte de la amilosa 
solubilizada forma complejos de inclusión con los lípidos polares de la harina de 
trigo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Fenómeno de envejecimiento del pan. a) Almidón nativo, b) Almidón 
gelatinizado, c) Almidón retrogradado, d) Efecto antienvejecimiento de los emulsificantes 
sobre el almidón 
     
 
La calorimetría diferencial de barrido (DSC) es una metodología muy utilizada 
para estudiar la gelatinización y la retrogradación del almidón. La temperatura de 
transición y la entalpía de gelatinización determinadas por DSC pueden relacionarse 
con la cristalinidad de los gránulos de almidón (Krueger y col., 1987; Zobel y col., 
1988; Cooke y Gidley, 1992; Ottenhof y Farhat, 2004; Primo-Martin y col., 2006; 
Amilosa 
Amilopectina 
Agua 
Calor
  Almacenamiento
  
Envejecimiento 
Emulsificante 
  Gelatinización
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Baks y col., 2007; Leblanc y col., 2008). Un alto grado de cristalinidad ha sido 
asociado a elevadas temperaturas de transición (Barichelo y col., 1990; Stauffer, 
1991; Primo-Martin y col., 2007). 
 
 
Envejecimiento del pan 
 
La calidad y la vida útil de los productos de panadería se encuentran normalmente 
limitadas por un deterioro físico-químico denominado envejecimiento (staling), el cual 
da como resultado un endurecimiento de la miga del pan y la pérdida del aroma a 
pan recién horneado. El envejecimiento del pan es la causa principal de su corta 
vida útil, transformándolo en uno de los alimentos más perecederos. Este proceso se 
genera durante el enfriamiento y almacenamiento del pan, período durante el cual 
las moléculas de almidón se reasocian dando lugar a un estado más ordenado o 
cristalino (Atwell y col., 1988; Gray y Bemiller, 2003; Rodriguez-Sandoval y col., 
2005). El envejecimiento es un proceso complejo e involucra varios fenómenos tales 
como la pérdida de la crujibilidad de la corteza, el aumento de la firmeza y la 
disminución de la elasticidad de la miga y los cambios en el aroma y sabor del pan 
(Schiraldi y col., 1996; Cauvain 1998; Gray y Bemiller, 2003). La pérdida de la 
textura crocante de la corteza está relacionada con la transferencia de humedad 
desde la miga, lo cual genera un ablandamiento en la corteza dando como resultado 
una textura coriácea. El desarrollo de la dureza en la miga es un fenómeno en el que 
influyen principalmente la pérdida de humedad y la recristalización de la 
amilopectina (Czuchajowska y Pomeranz, 1989; He y Hoseney, 1990; Piazza y Masi, 
1995; Hug-Iten y col., 1999; Baik y Chinachoti, 2000; Gray y Bemiller, 2003).  
El principal componente involucrado en el envejecimiento del pan es el almidón, el 
cual sufre una transformación en su estructura denominada retrogradación que 
ocurre principalmente en dos etapas: una rápida gelación y parcial cristalización de 
la amilosa (durante las primeras 24 h) por la formación de segmentos de dobles 
hélices; y una lenta recristalización de cadenas cortas de amilopectina (Figura 13 c) 
(Kim y D'Appolonia, 1977; Morad y D'Appolonia, 1980; Miles y col., 1985; Toufeili y 
col., 1999; Rodriguez-Sandoval y col., 2005). Entre un 15-30% de amilosa y 
amilopectina de almidón gelatinizado pueden manifestar este cambio, mientras que 
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el resto del almidón permanece amorfo (Schiraldi y Fessas, 2001).  
Existen numerosos estudios sobre el efecto antienvejecimiento que ejercen 
ciertos emulsificantes en el pan (Krog, 1981; Eliasson, 1983; Joensson y Toernaes, 
1987; Rogers y col., 1988; Stauffer, 1990; Knightly, 1996; Stampfli y Nersten, 1995, 
Azizi y Rao, 2004). Estos aditivos actúan sobre la amilosa y la amilopectina 
retardando el proceso de envejecimento (Figura 13 d). El mecanismo por el cual 
retardan el endurecimiento de la miga está basado en su habilidad para formar 
complejos con la amilosa. Este proceso varía de acuerdo al emulsificante, la 
cantidad utilizada y el balance hidrofílico-lipofílico que posee cada uno. Rao y col. 
(1992) encontraron que estos factores también influían en la interacción de estos 
aditivos con la amilopectina durante la recristalización de la misma (Kamel y Ponte, 
1993) y el aumento del volumen del pan. Así, por ejemplo, De Stefanis y col. (1977) 
encontraron que el SSL no sólo formaba complejos con la amilosa, sino también con 
la amilopectina. La reducción en la dureza de la miga, también es un fenómeno 
relacionado con la acción de los emulsificantes sobre la amilopectina 
(Pisesookbunterng y D'Appolonia, 1983; Joensson y Toernase, 1987; Krog y col., 
1989; Xu y col., 1992; Azizi y Rao, 2004; Koocheki y col., 2009).      
 
 
Incorporación de almidón resistente 
 
En la actualidad existe una creciente demanda por alimentos saludables que 
generen beneficios en la salud del consumidor. Dentro de este contexto los 
alimentos funcionales que contienen fibra alimentaria (FA) son foco de diversos 
estudios relacionados a la reducción en los niveles de colesterol plasmático y a una 
baja respuesta glicémica, como también al aumento de la velocidad del tránsito 
intestinal, al secuestro y aumento de la secreción de sustancias tóxicas, al aumento 
de la secreción de ácido biliares y estrógenos, a la mejora de la calidad de la 
microflora intestinal y a la reducción de incidencia de cáncer de colon (Sgarbieri y 
Pacheco, 1999; Waszczynskyj y col., 2001). Según la American Association of 
Cereal Chemists (AACC, 2001) “la fibra alimentaria es la parte comestible de las 
plantas o carbohidratos análogos que son resistentes a la digestión en el intestino 
delgado humano con fermentación completa o parcial en el intestino grueso. Incluye 
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polisacáridos, oligosacáridos, lignina y otras sustancias asociadas de las plantas. La 
fibra alimentaria promueve efectos fisiológicos benéficos incluyendo atenuación del 
nivel del colesterol y/o atenuación en los niveles  de glucosa en sangre”. De acuerdo 
a la clasificación de la AACC (2001), los constituyentes de la fibra alimentaria se 
dividen según lo expresado en la Tabla 3. 
El almidón, principal fuente de carbohidratos, es el polisacárido de 
almacenamiento más abundante en plantas. Según su función nutricional se clasifica 
en almidón glucémico (digerible) y almidón resistente. Los almidones glucémicos son 
aquellos que son degradados hasta glucosa por enzimas del tracto digestivo; los 
almidones resistentes (AR) escapan de la digestión en el intestino delgado, pero son 
fermentados en el colon por la microflora bacteriana (Nugent, 2005; Sajilata y col., 
2006). 
 
 Tabla 3. Constituyentes de la fibra alimentaria (AACC, 2001). 
 Tipo Sub-tipo 
Celulosa - 
Hemicelulosa Arabinoxilanos Arabinogalactanos 
Polifructosas Inulina Oligofructanos 
Galacto-oligosacáridos - 
Gomas - 
Mucílagos - 
Polisacáridos no 
almidonosos y 
oligosacáridos 
resistentes 
Pectinas - 
Dextrinas no digeribles 
Maltodextrinas resistentes (de 
maíz u otras fuentes) 
Dextrinas resistentes de papa 
Componentes de carbohidratos 
sintéticos 
Polidextrosa 
Metil celulosa 
Hidroxipropil metil celulosa 
Carbohidratos 
análogos 
Almidones no digeribles  
(resistentes) - 
Lignina - - 
Ceras - 
Fitato - 
Cutina - 
Saponinas - 
Suberina - 
Sustancias asociadas 
al complejo de 
polisacáridos no 
almidonosos y lignina 
en plantas 
Taninos - 
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El almidón resistente se define como “la suma del almidón y sus productos de 
degradación que no son absorbidos en el intestino delgado de individuos saludables” 
(ASP, 1992). Numerosos ensayos han demostrado que el almidón resistente posee 
funciones fisiológicas similares a las de la fibra dietaria (ASP, 1992; Eerlingen y 
Delcour, 1995; Nugent, 2005). A pesar de no ser considerado un aditivo alimentario, 
el almidón resistente posee un color blanco, y se presenta en forma de polvo, siendo 
una opción para su aplicación en alimentos ricos en almidón. Cuando se compara 
con otras fibras, el almidón resistente de maíz (ARM) presenta ventajas sobre éstas, 
ya que posee mejor apariencia, sabor y textura que estimulan su consumo. Algunos 
almidones como el Hi-Maize® 260 (National Starch) poseen una proporción de AR 
de alrededor de 60% (base seca), y son resistentes a altas temperaturas, pudiendo 
de esta manera ser sometidos a procesos como la cocción de pan. Otra gran ventaja 
que posee este almidón es que su absorción de agua también es reducida, 
solamente un 25% mayor a la absorción de la harina, comparado con otro tipo de 
fibras cuya absorción es de 3 a 5 veces superior a la harina. El fabricante 
recomienda la sustitución de un 5 a 17% de harina de trigo por ARM (National 
Starch, 2005).   
La cantidad de estudios relacionados a la tecnología de producción de pan como 
alimento funcional con mayor contenido de almidón resistente (AR) (Morita y col., 
2002; Hung y Morita, 2004; Hung y col., 2005) aumenta en forma directa al número 
de trabajos que correlacionan el uso de AR como fuente de FA y su potencial uso en 
alimentos funcionales (Goñi y col., 1997; Åkerberg y col., 1998; Queiroz-Monici y 
col., 2005; Rosin y col., 2002; Yamada y col., 2005). Tecnológicamente, la 
sustitución de harina de trigo por AR afecta la calidad del pan, por la dilución del 
gluten (Michniewicz y col., 1991). Por lo tanto, cualquiera sea el tipo de fibra 
adicionada a panes, es necesario ajustar los parámetros de las masas para que el 
producto final presente alta calidad y así obtener productos aceptables por los 
consumidores.   
 
 
Uso de aditivos en panificación 
 
Las harinas obtenidas de los trigos cultivados en Argentina difieren notablemente 
en calidad industrial, según la zona de procedencia del cereal. Estas diferencias se 
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deben a las diversas razones genéticas y ambientales que se encuentran 
interrelacionadas (Cuniberti, 2004). Una harina de trigo de buena calidad panadera 
no debería necesitar de aditivos para lograr un producto de buen volumen, textura y 
aspecto. Sin embargo, muchas veces se requiere del uso de aditivos de diversos 
tipos (oxidantes, enzimas, hidrocoloides, emulsificantes, entre otros) para mejorar el 
rendimiento de harinas de calidad inferior. Por otra parte, la mecanización e 
industrialización de la panadería ha hecho imprescindible el empleo de estos 
aditivos, con el objetivo de mejorar la calidad de los productos obtenidos. 
Dada la variación de calidad de las harinas y la necesidad de mantener una 
buena calidad de pan, que sea aceptable para el consumo, el análisis del efecto de 
diversos aditivos comerciales sobre las harinas de diferentes aptitudes panaderas 
contribuirá a optimizar el uso de los mismos y mejorar el aprovechamiento de 
harinas que no son de buena calidad panadera. 
Los principales efectos que ejercen los oxidantes sobre la harina de trigo son la 
maduración de la misma; el blanqueo y la fuerza conferida a la matriz formada por la 
masa y el gluten luego del amasado. En el primer caso los oxidantes más utilizados 
son la azodicarbonamida (ADA) y el dióxido de cloro (ClO2), los cuales actúan 
acelerando el proceso de maduración de la harina (Neukom y Kuendig, 1962; Tsen, 
1963, 1964). En condiciones normales este proceso demora de 1 a 2 meses, 
mientras que con el agregados de estos aditivos se logra madurar la harina en unos 
pocos minutos (Tsen, 1963, 1964, 1969). Uno de los blanqueadores más empleado 
es el peróxido de benzoilo, el cual actúa sobre los pigmentos carotenoides de la 
harina. Este oxidante es un polvo blanco que se agrega a la harina en una 
proporción de 25 a 100 partes por millón (ppm) (Stauffer, 1990). Por último, los 
oxidantes que ejercen un efecto reforzador en la masa tienen como función principal 
oxidar los grupos sulfhidrilos libres de las proteínas y provocar la formación de 
enlaces puente disulfuro, lo cual generará una matriz de gluten más fuerte. Estos 
cambios estructurales darán como resultado una masa más elástica, mejorando las 
condiciones mecánicas de la misma, lo cual conllevará a un aumento en el volumen 
de los panes (Stauffer, 1990). Algunos de los oxidantes reforzadores de masa 
permitidos más utilizados hoy en día son el ácido ascórbico y la ADA, entre otros 
(Tsen, 1963, 1964, 1965; Elkassabany 1980a, 1980b; Dong y Hoseney 1995). 
En los ultimos años el uso de enzimas en panificación ha pasado a ser una 
alternativa cada vez más frecuente. Las mismas mejoran la calidad panadera de las 
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harinas, son naturales, seguras y no tóxicas. Se pueden utilizar para modificar el 
almidón, las proteínas, los pentosanos y los lípidos de la harina de trigo con el fin de 
modificar su estructura y mejorar su funcionalidad en el pan. Dentro de las enzimas 
comunmente utilizadas en panificación se encuetran las α-amilasas, las cuales 
hidrolizan los enlaces α-1,4 del almidón, produciendo α-dextrinas de bajo peso 
molecular (Bowles, 1996; Rosell y col., 2001a; Gupta y col., 2003). Esta acción 
genera azúcares fermentables y reductores. Los primeros sirven de nutrientes para 
las levaduras aumentando la producción de CO2, mientras que los segundos 
promueven la generación de los productos de la reacción de Maillard intensificando 
el sabor, el aroma y el color del pan (Drapron y Gordon, 1987; Bowles 1996). 
Además las α-amilasas disminuyen la velocidad de endurecimiento de la miga del 
pan ya que proporcionan dextrinas que dificultan la retrogradación de la amilopectina 
(León y col., 1997; Min y col., 1998; Defloor y Delcour, 1999). Otras de las enzimas 
utilizadas son las proteasas, las cuales hidrolizan los péptidos de las proteínas 
provocando un aumento en la hidrofilicidad de las mismas, disminuyendo la 
tendencia a la agregación mediante uniones hidrofóbicas. Al hidrolizar la proteína del 
gluten la masa se vovlverá menos elástica. Por su parte, las pentosanasas actúan 
sobre los polisacáridos no almidonosos (arabinoxilanos) de la masa calatizando la 
hidrólisis de los enlaces glicosídicos β-1,4 de la cadena central de D-xilosa de los 
arabinoxilanos, reduciendo su tamaño molecular (Jeffries, 1996; Biely y col., 1997; 
Courtin y Delcour, 2001). Este fenómeno tiene como consecuencia la disminución de 
velocidad de difusión de CO2 en la masa estabilizando las celdas de gas. Por otra 
parte se incrementa la viscosidad de la fase acuosa de la masa mejorando las 
características del pan tales como volumen, firmeza y estructura de la miga, así 
como también disminuyendo la retrogradación del almidón (Hoseney, 1984; 
Biliaderis y col., 1995; Gan y col., 1995; Courtin y col., 2001; Haros y col., 2002). Por 
último las transglutaminasas son enzimas que catalizan la formación de la unión 
peptídica entre residuos de lisina y glutamina (Seguro y col., 1996) y también 
cataliza la incorporación de prolaminas en las proteínas mediante un enlace tipo 
amida con residuos de glutamina (Nielson, 1995). En el gluten catalizan el 
entrecruzamiento entre las proteínas mediante enlaces intra e intermoleculares, la 
polimerización de las proteínas del gluten puede conducir a un incremento de la 
elasticidad y una mejora en la fuerza de la masa, por lo que se producirá una mejora 
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en la calidad panadera (Larré y col., 1998, 2000; Gerrard y col., 1998; Basman y col., 
2002; Rosell y col., 2003; Autio y col., 2005). 
Los hidrocoloides son polisacáridos y proteínas que provienen de diferentes 
fuentes tales como plantas, algas, microorganismos y animales. Estos aditivos se 
pueden agregar a las harinas de trigo con el fin de mejorar la calidad panadera 
(Davidou y col., 1996; Collar y col., 1998, 1999; León y col., 2000) y para retardar el 
envejecimiento de los panes durante el almacenamiento (Bárcenas y col., 2003; 
Guarda y col., 2004). También han sido utilizados para optimizar las formulaciones 
de pan sin gluten (McCarthy y col., 2005; Lazaridou y col., 2007). Debido a que estas 
moléculas sufren degradación parcial en el tracto digestivo, también podrian 
contribuir, dependiendo del nivel utilizado, con el contenido total de fibra de las 
harinas. A diferencia de otros aditivos que poco influyen en el nivel de absorción de 
agua de las harinas, la adición de este tipo de compuestos afectará fuertemente este 
parámetro debido a que son altamente hidrofílicos (Linlaud y col., 2009). La Goma 
xántica induce el fortalecimiento de la masa, aumenta la absorción de agua y la 
capacidad de la masa para retener gas (Mandala y col., 2007). También aumenta el 
volumen específico del pan y la actividad de agua de la miga (Collar y col., 1999; 
Rosell y col., 2001b). La Goma Guar mejora la tolerancia al mezclado en productos 
panificados y la vida útil a través de la retención de humedad. La Goma Garrofín da 
como resultado un mayor rendimiento mejorando la textura final de los panes y 
aumenta la viscosidad en la masa (Maier y col., 1993). Por último, la 
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) mejora la calidad de panes congelados 
almacenados y extiende la vida útil de los productos horneados a través de la 
prevención de la pérdida de agua durante la cocción (Dziezak, 1991; Bárcenas y 
col., 2004).    
Entre los aditivos más usados en productos panificados se encuentran los 
emulsificantes. Debido a que estos surfactantes constituyen una parte fundamental 
de este trabajo de tesis, las propiedades, características y beneficios que ejercen en 
la panificación se exponen en detalle en el Inciso siguiente.    
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Emulsificantes. Aplicaciones en panificación 
 
Algunos ensayos han demostrado que los emulsificantes ejercen efectos 
deseados en el proceso de elaboración del pan (Gómez y col., 2004; Ribotta y col., 
2004; Aamodt y col., 2003, 2005a y b; Selomulyo y Zhou, 2007; Koocheki y col., 
2009). Durante el período de preparación de las piezas ayudan a retener más aire 
en las masas, aumentan la fuerza y la extensibilidad. En la fermentación aumentan 
la retención de gas y evitan el colapso de las masas. En el horneado mejoran la 
textura y disminuyen la pérdida de agua. También interaccionan con las moléculas 
de amilosa y amilopectina retardando el envejecimiento del pan (Lakshminarayan y 
col., 2006). Por lo tanto, prolongan la vida útil y las características texturales de los 
productos terminados.  
Entre los emulsificantes más utilizados en panificación se pueden mencionar el 
Estearoil Lactilato de Sodio (SSL), los Ésteres de Mono y Diglicéridos de Ácido 
Diacetil Tartárico (DATEM), el Estearoil Lactilato de Calcio (CSL) y los Polisorbatos 
(Stampfli y Nersten, 1995) (Tabla 4).  
 
  Tabla 4. Clasificación de los emulsificantes usados en panificación. 
Clasificación Emulsificante Abreviatura Suavizante de masa 
Reforzador 
de masa 
Anfotéricos 
    
 Lecitina - Bueno - 
Iónicos 
    
Aniónicos Esteres de mono y diglicéridos del ácido diacetil tartárico DATEM Leve Excelente 
 Estearoil Lactilato de Sodio SSL Muy bueno Excelente 
 Estearoil Lactilato de Calcio CSL Bueno Excelente 
No iónicos     
 Monodiglicéridos MDG   
 Monodiglicéridos destilados DMG Excelente - 
 Monoglicéridos etoxilados EMG Pobre Muy bueno 
 Esteres de ácidos grasos y sacarosa SE Bueno Excelente 
 Polisorbato 60 PS-60 Leve Muy bueno 
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Los ésteres de mono y diglicéridos del ácido diacetil tartárico (DATEM) son 
derivados del glicerol y están esterificados con ácidos grasos comestibles y con 
ácido diacetil tartárico (Figura 14). El DATEM es un emulsificante iónico que forma 
dispersiones en agua fría o caliente y posee un balance hidrofílico-lipofílico (HLB) de 
9,2 (Stauffer, 1990; Armero y Collar, 1996; Köhler, 2001; Indrani y Rao, 2003). 
Según el Sistema Internacional de Numeración (INS, International Numeration 
System) su código INS es el 472e y la concentración máxima permitido por el CAA, 
según Resolución Mercosur GMS Nº 02/08, es de 2,0%.      
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Fórmula química y peso molecular de los ésteres de mono y diglicéridos de ácido 
diacetil tartárico (DATEM). 
 
 
El estearoil lactilato de sodio (SSL) es un emulsificante iónico obtenido a partir de 
la síntesis de ácidos grasos y el ácido láctico (Figura 15). Este aditivo posee un 
elevado balance HLB (21), lo cual le confiere un alto carácter hidrofílico (Stauffer, 
1990; Armero y Collar, 1996; Indrani y Rao, 2003; Boutte y Skogerson, 2004). Su 
número INS es el 481i y la concentración máxima permitida es de 0,5% (CAA).     
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Fórmula química y peso molecular del Estearoil Lactilato de Sodio (SSL). 
 
 
C29H50O9
MW ≅ 543 g/mol
DATEM 
C24H44O6Na
MW = 452 g/mol
SSL 
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El monooleato de polioxietilen (20) sorbitán (Polisorbato 80, PS80) es un 
emulsificante no iónico que se obtiene a partir de la oxidación de los ésteres de 
sorbitan con óxido de etileno (Figura 16). Posee un balance hidrofílico-lipofílico 
(HLB) de 15 (Stauffer, 1990; Indrani y Rao., 2003; Cottrell y van Peij, 2004) y su INS 
es el 433. En el caso de este aditivo, el CAA no indica una concentración máxima 
permitida.  
   
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Fórmula química y peso molecular del Polisorbato 80 (PS80). 
 
 
El tipo de matriz formada va a determinar la calidad reológica de la masa. Es por 
esta razón que el estudio del efecto de los emulsificantes sobre las propiedades 
reológicas y estructurales de la masa es de suma importancia por ser determinante 
de la calidad panadera; y ha sido llevado a cabo por diversos investigadores.  
El DATEM es añadido a la masa para reforzar el gluten, dar un volumen de pan 
mayor y una estructura de miga más fina y uniforme (Stauffer, 1990). Mostró ser 
efectivo para disminuir la velocidad de endurecimiento (retardar el envejecimiento) y 
mejorar el volumen de panes obtenidos a partir de masas frescas y congeladas (Xu 
y col., 1992; Nemeth y col., 1996; Kenny y col., 1999; Ravi y col., 2000; Indrani y 
Rao, 2003; Azizi y Rao, 2004; Bollaín y Collar, 2004; Gómez y col., 2004; Ribotta y 
col., 2004; Koocheki y col., 2009). Este emulsificante forma una matriz fuerte que 
produce un pan de buen volumen y textura (Ribotta y col., 2004) sugiriendo una 
posible unión del DATEM a los sitios hidrofóbicos superficiales de las proteínas de 
gluten, que podría inducir su agregación. Xiujin y col. (2007) estudiaron el efecto del 
DATEM en concentraciones de 0,03 a 1% (b.h.) en la calidad de panes chinos 
preparados al vapor (Chinese Steam Bread, CSB). Sus resultados mostraron un 
efecto complejo del DATEM sobre las propiedades reológicas de las masas, 
informando una disminución en la absorción de agua en comparación con la de 
C64H124O26
MW = 1310 g/mol
PS80 
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masa pan, en la que dicho parámetro aumentó. La retención de gas, la fuerza y 
estructura de gluten mejoraron en presencia de DATEM. También lo hicieron la 
elasticidad, tenacidad y blancura, aunque no se detectaron cambios en el volumen. 
El color, la estructura y suavidad de la miga mejoraron con el agregado de 
emulsificante, encontrándose un nivel óptimo para CSB de 0,1% (b.h.). Aamodt y 
col. (2003) estudiaron el efecto de niveles de 0,45% de DATEM en los parámetros 
reológicos de masa y la calidad de panes tipo hogaza. El DATEM reforzó la masa y 
mejoró las características (altura, relación de forma, área de rodaja y firmeza de 
miga) de panes tipo bollo; aunque no mejoró la aceptabilidad global de los mismos, 
medida mediante un panel sensorial entrenado. Estos mismos autores estudiaron 
también el efecto del DATEM en las características de panes obtenidos con 
cultivares de alta (HMW-GT 5+10) y de baja (HMW-GT 2+12) calidad de gluteninas y 
preparados a escala de laboratorio (Aamodt y col., 2004, 2005a y b). En estos 
ensayos encontraron que el emulsificante a un nivel de 0,45% no tuvo efecto 
significativo en la calidad del pan, mientras que a 0,9% (Aamodt y col., 2004, 2005a 
y b) tuvo un efecto significativo en el área, altura y apariencia total de los panes, 
especialmente en las variedades de alta calidad proteica (5+10). Ravi y col. (2000) 
evaluaron la acción de diversos aditivos sobre masas elaboradas con harina de trigo. 
Los emulsificantes utilizados fueron SSL, DATEM y GMS (glicerol monoestearato) en 
niveles de 0,25% a 1%. Los resultados mostraron que la incorporación de todos los 
emulsificantes aumentó la estabilidad de la masa y provocó una disminución en la 
extensibilidad. El agregado de 0,25% de los mismos generó una mayor resistencia a 
la extensión, siendo el DATEM el que presentó el mayor incremento. 
El SSL es considerado un emulsionante acondicionador apto para todo tipo de 
masa y es principalmente debido a su efecto reforzador. También promueve la 
emulsificación y la incorporación de aire (Stauffer, 1990; Armero y Collar 1996, 1998; 
Keetels y col., 1996; El-Hady y col., 1999; Ravi y col., 2000; Indrani y Rao, 2003; 
Azizi y Rao, 2004; Gómez y col., 2004). Además, disminuye el porcentaje de 
recristalización del almidón (Eliasson, 1983) y prolonga la vida útil del pan (Tenney, 
1978; Rusch, 1981; Xu y col., 1992). Kenny y col. (1999) demostraron que la adición 
de SSL a piezas de masa congeladas durante 2, 5 y 8 semanas provocó un aumento 
significativo de volumen de pan muy superior al del pan sin el agregado de este 
aditivo. En el mismo trabajo se realizaron ensayos con un extensógrafo y se 
comprobó que el agregado de SSL produjo masas más fuertes cuya relación R/E 
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(resistencia/extensibilidad) fue mayor que la de la masa sin aditivo. Al igual que el 
DATEM, este emulsificante interactuaría con las proteínas del gluten uniéndose a los 
sitios hidrofóbicos de las proteínas y promoviendo así la agregación de las mismas 
en la masa (Ribotta y col., 2004; Shiau, 2004). Manohar y Rao (1999) estudiaron el 
efecto del agregado de SSL, entre otros aditivos, sobre las propiedades reológicas 
de masas de harina de trigo. Estos autores encontraron que concentraciones de 
0,5% de este emulsificante disminuyeron la dureza, la consistencia y la adhesividad 
de la masa control. Por su parte, Shiau (2004) estudió el efecto del SSL sobre las 
propiedades viscoelásticas de masas. Los estudios de reología dinámica realizados 
en el rango de temperatura 30-50 ºC en masas con niveles de SSL entre 0,5-1,5% 
(base harina) mostraron que a medida que se incrementó la concentración de aditivo 
también lo hicieron significativamente los valores del módulo de almacenamiento 
(G’) y del módulo de pérdida (G”). 
En cuanto a calidad panadera, algunos investigadores estudiaron el efecto de 
diferentes emulsificantes en panes distintos al pan francés, del tipo panes planos o 
chatos. Farvili y col. (1995) estudiaron el efecto de emulsificantes tales como SSL y 
DATEM en la calidad de panes tipo árabe (“pita”). Encontraron que el mejor nivel 
utilizado para mejorar la calidad fue 0,5% y que el SSL resultó mejor que el DATEM 
en el aumento de la suavidad del producto. Este aditivo a su vez ayudó a mantener 
la textura de la pieza, aunque no influenció en la aptitud del pan para enrollarse o 
plegarse. Indrani y Rao (2003) estudiaron el efecto de diferentes emulsificantes en 
panes hindúes (“parotta”). Estos panes aumentaron su relación diámetro/espesor 
con el agregado de SSL y DATEM, pero el porcentaje de aceptabilidad global resultó 
mayor para el primero. Los surfactantes con mayor índice hidrofílico/lipofílico HLB, 
como el SSL, resultaron beneficiosos en la mejora de la calidad de pan parotta. En 
general, un mayor HLB produce panes con mayor volumen y de miga más blanda 
(Breyer y Walker 1983; Indrani y Rao 2003). Así mismo Malakei y col. (1981) 
recomendaron el uso de SSL 0,5% para mejorar la calidad de panes persas o iraníes 
(“barbari”).  
Un emulsificante no tan ampliamente utilizado en la industria panadera como el 
DATEM y el SSL es el Polisorbato 80. Este aditivo, al ser no iónico, interactuaría con 
las proteínas de gluten sólo por uniones hidrofóbicas mediadas por su cola 
carbonada. Mejora la retención de gas, la textura y el volumen de pan (Stampfli y 
Nersten, 1995; Brandt, 1996). Si bien no existen muchos trabajos que informen 
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sobre los efectos que ejerce este emulsificante en las propiedades reológicas de las 
masas de harina de trigo y calidad de los panes, Rusch (1981) ha informado que a 
niveles de 0,25%, este aditivo refuerza la masa de manera similar a lo observado 
para los monoglicéridos etoxilados (EMG) y el SSL. Por su parte, Gómez y col. 
(2004) observaron que el agregado de concentraciones de 0,3% y 0,7% (base 
harina) de PS80 provocó una disminución en la absorción de agua y en la tenacidad, 
y un aumento en el tiempo de desarrollo y en la extensibilidad de la masa. Provocó 
un aumento del volumen de los panes frescos, así como también una disminución en 
la dureza luego de almacenarlos durante 8 días (Gómez y col., 2004). Indrani y Rao 
(2003) estudiaron el efecto de DATEM, SSL y PS60 (Polisorbato 60) al 0,5% en 
masas para elaborar un pan hindú denominado “parotta”. La formulación contenía 
harina de trigo, sal, azúcar, huevos, aceite y agua. El análisis de la textura de las 
masas mostró que los emulsificantes provocaron una disminución de la dureza y la 
adhesividad y un aumento en la cohesividad. 
De acuerdo a lo expuesto hasta el momento, se supone que por su carácter 
anfifílico los emulsificantes favorecerían las interacciones entre los distintos 
componentes de la masa, aunque los mecanismos de acción no están del todo 
dilucidados. El emulsificante se localizaría entre el almidón y las proteínas de gluten 
mejorando así la adherencia entre estos componentes durante la formación de la 
estructura. El estudio a nivel molecular de la interacción entre los emulsificantes y 
los principales componentes de la masa panaria (almidón, gluten y agua) con 
nuevas técnicas de análisis permitiría tener un conocimiento más profundo y 
específico de dicha interacción. El conocimiento derivado de este estudio permitiría 
elaborar un modelo que explique el mecanismo de acción de estos emulsificantes 
durante la elaboración de masa y predecir su efecto en la calidad del producto 
terminado. 
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HIPÓTESIS 
- Los emulsificantes SSL y el DATEM modifican la red de gluten en forma 
específica. 
- Los emulsificantes SSL y DATEM, solos o en mezclas, y en determinados niveles 
mejoran las propiedades reológicas de la masa. 
- Los emulsificantes SSL y DATEM aumentan la estabilidad de la masa, mejorando 
la capacidad de retención de gases, obteniéndose panes de mayor volumen y 
buena textura de miga. 
- El SSL y el DATEM retardan durante el almacenamiento, el comienzo de la 
recristalización del almidón, provocando de esta manera un aumento en la vida 
útil de los productos panificados. 
- El SSL y el DATEM resultan aditivos indispensables para mejorar la calidad de 
panes nutricionales adicionados con fibra alimentaria.    
 
  
 
 
OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 
 
OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar el efecto de diferentes emulsificantes sobre el comportamiento estructural 
y reológico de la masa de harina de trigo y la calidad del pan. 
 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
? Evaluar el efecto de los emulsificantes SSL, DATEM y la mezcla equiproporcional 
de ambos, en diferentes niveles, sobre la microestructura de la matriz de gluten. 
 
? Analizar el tipo de polipéptidos o subunidades proteicas que estabilizan la matriz 
de gluten formado en presencia de los emulsificantes. 
 
? Estudiar los posibles cambios estructurales producidos por los emulsificantes en 
las proteínas de gluten. 
 
? Evaluar el efecto de los emulsificantes sobre la microestructura y reología de la 
masa. 
 
? Estudiar los mecanismos de acción de los emulsificantes en el proceso de 
panificación mediante el análisis de las interacciones que establecen con los 
principales componentes de la harina: proteínas de gluten y almidón. 
 
? Evaluar el efecto de los emulsificantes sobre la calidad de las piezas de pan y su 
efecto en la conservación de las mismas.  
 
? Analizar el efecto de diferentes emulsificantes en la calidad de masa pan 
elaborada con almidón resistente de maíz como fibra alimentaria.  
 
? Optimizar la formulación, ajustando el nivel de emulsificantes, para obtener un 
pan nutricional, enriquecido en fibra, de alta calidad. 
  
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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1.1 Caracterización de la harina 
 
La harina de trigo utilizada en este trabajo de tesis es una harina tipo 000, de la 
campaña 2004-2005 (Molino Campodónico Ltd.). Esta harina es una harina de trigo 
pan (Triticum aestivum L.) formada por mezcla de trigos provenientes de las zona II 
(sur de la Pcia. de Santa Fe, sureste de la Pcia. de Córdoba y centro y norte de la 
Pcia. de Buenos Aires) y de la zona IV (sudeste de la Pcia. de Buenos Aires) que se 
utiliza comúnmente para panificación. 
 
 
1.1.1 Humedad    
 
Se determinó el contenido de humedad sobre 2 g ± 1 mg de harina mediante 
evaporación de agua en una estufa con circulación forzada de aire a 135 ºC durante 
2 h. El ensayo se continuó hasta obtener peso constante y el porcentaje de 
humedad se determinó por diferencia de pesada antes y después de calentar la 
muestra (AACC 44-19, 2000). Los ensayos se realizaron por triplicado. 
 
 
1.1.2 Gluten    
 
El procedimiento constó de diferentes pasos (Adaptado de IRAM 15864:1995). Se 
pesaron por duplicado 10 ± 0,01 gr de harina y se colocaron en las cámaras de 
ensayo del Glutomatic 2200 – Perten (Suecia). Se adicionaron 4,9 mL de agua, se 
amasó automáticamente durante 60 s. Se lavó la masa durante 5 min. Las piezas de 
gluten se centrifugaron en centrifuga Centrifuge 2015 – Perten (Suecia) a 2415 x g 
durante 1 minuto para separar el agua residual. El gluten se pesó y se determinó 
porcentaje de gluten húmedo según la ecuación 1.1 (Ec.1.1). Las determinaciones 
de gluten húmedo y seco se realizaron por triplicado.  
 
 
      % Gluten Húmedo  =     m1   x   100   x      100 - 13,5                Ec. 1.1
                       m                           100 - H 
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donde: 
El contenido de gluten húmedo está referido a harina de 13,5% de humedad  
m1 = masa de gluten húmedo (g) 
m = masa de harina (g) 
H = humedad de la harina (%) 
 
El gluten húmedo se secó durante 4 min a 150 ± 3 ºC en equipo Glutork 2020 – 
Perten (Suecia). Se pesó y se determinó gluten seco según la ecuación 1.2 (Ec. 1.2): 
 
 
% Gluten Seco  =   m2   x   100   x    100 - 13,5                  Ec. 1.2
                    m                       100 - H 
 
donde: 
El contenido de gluten seco está referido a harina de 13,5% de humedad  
m2 = masa de gluten seco (g) 
m = masa de harina (g) 
H = humedad de la harina (%) 
 
 
1.1.3 Contenido Proteico    
 
Se determinó el contenido de proteínas por el método de Kjeldahl utilizando un 
equipo Büchi 320 (Suiza). Se procedió a digerir las muestras, para lo cual se 
colocaron 0,6 gr de muestra en el tubo de digestión, H2SO4 concentrado (20 mL) y 
una mezcla catalizadora de sulfato de potasio:sulfato de cobre (relación 10:1). Se 
calentó hasta alcanzar una temperatura de 370 °C y se mantuvo esta temperatura 
hasta lograr la completa digestión de la muestra (desaparición de gases sulfurosos 
blancos). De esta manera se aseguró la completa oxidación de la materia orgánica. 
Se retiró, se dejó enfriar y se agregaron 100 mL de agua destilada. 
Luego de la digestión se realizó la destilación por arrastre con vapor del NH3 
mediante el agregado de hidróxido de sodio 40%. El NH3 se recogió por burbujeo del 
vapor en 50 mL de una solución de ácido bórico al 4% (pH 4,65). Se procedió a 
valorar el ácido neutralizado por el amoníaco (titulación directa). Para la titulación se 
utilizó el indicador ácido/base Mortimer (mezcla de rojo de metilo y azul de 
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bromofenol), que vira a pH 4,7. Una vez finalizada la etapa de la destilación, el 
amoníaco solubilizado provocó un aumento del pH y la solución viró de color rojizo a 
azulado. Se valoró dosificando con un ácido de concentración conocida (HCl 0,1N) 
hasta alcanzar nuevamente el valor inicial de pH correspondiente a una solución 
rojiza de igual color que el blanco. 
El porcentaje de nitrógeno se calculó utilizando la ecuación 1.3 (Ec. 1.3):  
 
 
 
                                           Ec. 1.3 
 
 
 
donde: 
 
Vm: volumen de HCl consumidos en la titulación de la muestra (mL)  
Vb: volumen de HCl consumidos en la titulación del blanco (mL) 
pm: peso de la muestra, expresado en base seca (g) 
N: Normalidad del HCl utilizado en la titulación 
Pmeq N: peso del miliequivalente del N 
 
 
Para estimar el porcentaje de proteínas se multiplicó el % N por un factor F = 5,7 
(factor utilizado para trigo). La determinación de proteínas se realizó por triplicado. 
 
 
1.1.4 Cenizas    
 
En cápsula de porcelana calcinada y tarada se pesó cerca de 1 gramo de muestra 
con precisión de décima de mg. Se calcinó sobre tela metálica hasta residuo 
carbonoso y se llevó a mufla a 900 ± 25 ºC. Se calcinó hasta obtener un residuo 
prácticamente blanco (IRAM 15851). El porcentaje de cenizas se calculó por 
diferencia de pesada antes y después de calentar en la mufla. El valor de cenizas de 
la harina fue suministrado por el Molino Campodónico Ltd. 
 
 
 
 
%N  =  (Vm – Vb) x N x Pmeq. N   
                                pm 
x 100 
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1.1.5 Ensayo Alveográfico    
 
El ensayo alveográfico se utiliza para estimar la calidad de trigos y harinas 
destinadas a todos los tipos de panificación. Sirve para el control del proceso de 
molienda, selección de mezclas de trigo para la producción de harinas y verificación 
de la acción de aditivos autorizados en el comportamiento de la harina. 
El principio del funcionamiento del Alveógrafo se basa en la extensión 
tridimensional de un disco de masa que bajo la acción de una presión de aire se infla 
y toma la forma de una burbuja. Se mide la presión en el interior de la burbuja hasta 
que ésta explota. Los cambios de presión se traducen en un gráfico de tenacidad vs. 
extensibilidad de la masa. De modo que el equipo está diseñado para medir la 
resistencia a la expansión y la extensibilidad de la masa durante el ensayo. El 
método de ensayo alveográfico está normalizado internacionalmente; en la práctica 
se aplica el método de acuerdo a la NORMA IRAM 15857:1995 que coincide en su 
totalidad con la norma ISO 5530-4:1991, por lo cual puede considerarse como 
equivalente al documento internacional.  
Se procedió según la metodología IRAM 15857:1995 e ISO 5530-4:1991. Se 
pesaron 250 ± 0,5 g de harina (cuya humedad fue previamente determinada) y se 
mezcló en la cámara del alveógrafo con solución de NaCl al 2,5% p/v para formar la 
masa. Se dejó amasar 1 minuto para que se forme la masa. Se paró el motor y se 
reincorporó a la masa la harina adherida a las paredes. Se encendió el motor y se 
amasó durante 6 min. La masa fue extraída por una ranura que posee el equipo y 
fueron cortadas piezas que luego se laminaron. Se cortaron cilindros de masa de 45 
mm de diámetro y se depositaron en un recinto termostatizado (25 ºC) donde se 
dejaron reposar. El ensayo se inició 28 min después de haber comenzado el 
amasado. Las piezas se colocaron de a una por vez en el centro del dispositivo para 
inflar la masa. Las determinaciones fueron realizadas por duplicado. 
Del Alveograma se obtuvieron los parámetros que se muestran en la Figura 1.1: 
 
? Tenacidad (P): Presión correspondiente a la resistencia máxima de la masa a la 
deformación. Depende de la consistencia, de la tenacidad de la masa y del 
potencial de hidratación de la harina. Es indicada por la altura máxima de la 
curva y se expresa en milímetros. 
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? Extensibilidad (L): Extensibilidad que alcanza la masa antes de su ruptura. Está 
dada por el largo de la curva y se expresa en milímetros. 
 
? Trabajo de deformación (W): Expresa la fuerza de una harina o su valor 
panadero. Es el área bajo la curva y se expresa en Joules. 
 
?  P/L: Es el balance entre la tenacidad de la masa y su extensibilidad. 
 
 
1.1.6 Ensayo Farinográfico    
 
 El ensayo farinográfico es una de las pruebas de calidad de harina más 
comúnmente usadas en el mundo. Los resultados obtenidos son utilizados como 
parámetros en formulación para estimar la cantidad de agua requerida para elaborar 
una masa y el tiempo óptimo de amasado. Dichos resultados también son utilizados 
para predecir los efectos del procesamiento, incluyendo los requerimientos del 
amasado para el desarrollo de la masa, la tolerancia al sobre amasado y la 
consistencia de la masa durante la elaboración de los productos panificados. Los 
resultados obtenidos también son útiles para predecir las características texturales 
de los productos terminados. 
Se utilizó la metodología IRAM 15855:2000. Para ello se pesaron 300 ± 0,1 g de 
harina (cuya humedad fue previamente determinada según lo descripto en el Inciso 
Figura 1.1. Alveograma representativo de una harina de trigo. 
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1.1.1) y se colocaron en la cámara amasadora del farinógrafo. Se agregó el volumen 
de agua necesario para producir la consistencia máxima de 500 unidades 
farinográficas (UF). Los ensayos fueron realizados por duplicado. 
Los parámetros evaluados en el Farinograma fueron (Figura 1.2): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
?  Absorción de agua: Es la cantidad de agua requerida para centrar la curva del 
farinógrafo en la línea de 500 (UF). Esta cantidad de agua es la que necesita una 
harina para que posea la consistencia óptima en los productos finales. La 
absorción es expresada como porcentaje (g agua / 100 g harina). 
 
? Tiempo de desarrollo: Es el tiempo que transcurre desde el comienzo del 
agregado de agua hasta el punto máximo de la curva, cuando se alcanza la 
consistencia máxima, en el segundo pico. Este parámetro da un indicio del 
tiempo óptimo de mezclado bajo condiciones estandarizadas. El tiempo de 
desarrollo es expresado en min. 
 
? Estabilidad: Se define como la diferencia entre el tiempo en el que la curva 
alcanza por primera vez la línea de 500 UF y el tiempo en que la deja. Este valor, 
en general, da alguna indicación de la tolerancia de la harina al amasado. La 
Tiempo de 
llegada 
Tiempo de 
partida 
Estabilidad
Tiempo de 
desarrollo 
Aflojamiento
12 min 
Figura 1.2. Farinograma representativo de una harina de trigo. 
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estabilidad se expresa en min. 
 
? Aflojamiento: Es la diferencia en altura entre el centro de la curva al final del 
tiempo de desarrollo de la masa y el centro de la curva, 12 min después de este 
punto. Indica el grado de ablandamiento durante el mezclado. El aflojamiento se 
expresa en UF. 
 
  
1.2 Emulsificantes utilizados 
 
Los emulsificantes empleados fueron el estearoil lactilato de sodio (SSL) y los 
ésteres de mono y diglicéridos de ácido diacetil tartárico (DATEM) (DANISCO A/S, 
Copenhagen, Dinamarca). Se utilizaron los dos aditivos puros y una mezcla 
equiproporcional de ambos emulsificantes.  
 
 
1.3 Preparación de las muestras de gluten 
 
Las muestras fueron preparadas pesando 10 gramos de harina o 10 gramos de 
una mezcla formada por la harina y los emulsificantes: SSL, DATEM o SSL-DATEM 
(1:1); a niveles de 0,25; 0,5 y 1% (p/p, base harina). Se agregaron 4,9 mL de agua 
destilada, se amasó durante 1 minuto y se obtuvo el gluten en un equipo Glutomatic 
(IRAM 15864). Niveles superiores al 1% de aditivo no permitieron la formación de la 
red de gluten. Las muestras fueron codificadas como: G para el gluten nativo 
(control), GS para la muestra de gluten con SSL, GD para la muestra con DATEM y 
GSD para la muestra de gluten con la mezcla SSL-DATEM. El nivel de emulsificante 
se indicó luego de las letras codificadas.  
Para todas las técnicas, excepto para microscopía electrónica de barrido (SEM), 
donde se evaluó la estructura del gluten húmedo, las muestras de gluten fueron 
liofilizadas, pulverizadas y almacenadas a 4 ºC hasta el momento de su análisis.  
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1.4 Preparación de las masas  
 
Las muestras fueron elaboradas en base a la siguiente formulación: cada 100 g 
de harina se utilizaron 2 g de NaCl y los emulsificantes SSL, DATEM y mezcla de 
SSL:DATEM 1:1. Los diferentes niveles de emulsificantes utilizados estuvieron en el 
rango entre 0 y 5% (p/p, base harina). Los porcentajes de aditivo superiores a los 
utilizados comúnmente en panificación (> 1,0%) se emplearon sólo con fines 
experimentales. Se empleó como control una masa sin aditivo. Se agregó la 
cantidad de agua óptima para cada tipo de mezcla (agua farinográfica). Las 
muestras fueron amasadas durante su tiempo óptimo de desarrollo.   
Las muestras fueron codificadas como: M para la masa control (sin aditivo), MS 
para la muestra masa-SSL, MD para masa-DATEM y MSD para la masa formada 
con SSL+DATEM. Los niveles de emulsificantes (% p/p) se indicaron con números 
luego de las letras codificadas.  
Para los ensayos de Electroforesis y RP-HPLC las masas fueron liofilizadas, 
pulverizadas y almacenadas a 4 ºC hasta el momento de su análisis. 
 
 
1.5 Estructura secundaria de las proteínas del gluten  
 
La espectroscopia Raman con transformada de Fourier (FT-Raman) es una 
técnica que ha contribuido al avance significativo en la solución del problema de 
fluorescencia generada por los compuestos fenólicos que son extraídos de las 
plantas junto con otras sustancias (Schrader, 1991; Li-Chan y col., 1994; Ma y col., 
2000). Otra de las ventajas que posee esta técnica, sobre la espectroscopia de 
fluorescencia, es que permite detectar cambios en la estructura secundaria de las 
proteínas.  
Los espectros Raman de las proteínas y polipéptidos exhiben bandas 
características y han sido ampliamente utilizados para su estudio, en especial en 
estos últimos años en la investigación de proteínas constituyentes de alimentos. En 
el estudio conformacional se obtiene información de la estructura y disposición 
espacial del esqueleto peptídico (estructura α-hélice, hoja plegada β, y estructuras 
desordenadas). El enlace peptídico –CONH– es planar debido a la resonancia de 
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estabilización (Figura 1.3) y da lugar a 9 modos vibracionales: Amida A, B y Amidas I 
a VII.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La banda Amida I aparece cercana a 1650 cm-1 (80% estiramiento C=O), la Amida 
II en 1540 cm-1 (60% balanceo N–H y 40% estiramiento C–N), y la banda Amida III 
en 1250 cm-1 (estiramiento 40% C–N y 30% N–H). Dichas bandas provienen de las 
vibraciones en el plano del enlace amida. Las bandas más intensas, Amida I y III, 
permiten diferenciar, por el corrimiento de las frecuencias, los cambios 
conformacionales en las proteínas sometidas a distintas perturbaciones (Tabla 1.1).  
 
Tabla 1.1. Frecuencias de las bandas de Amida I y Amida III y de las  
distintas formas de la estructura secundaria de las proteínas. 
 
Número de onda cm-1 Asignación 
1650 - 1680 Amida I 
1670 ± 3 Hoja β antiparalela 
1665 ± 3 Estructura desordenada 
1655 ± 3 α-hélice 
1295 - 1230 Amida III 
> 1275 α-hélice 
1245 ± 4 Estructura desordenada 
1235 ± 5 Hoja β paralela 
 
Figura 1.3. Enlace peptídico de las proteínas. 
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La espectroscopia Raman brinda también información sobre la distribución 
espacial de los residuos de cadenas laterales: tirosina, triptófano, grupos sulfhidrilos 
(SH) y geometría del enlace S-S (Tu, 1982). Los dobletes de tirosina permiten 
diferenciar los entornos de los residuos de tirosina. Cuando los mismos se 
encuentran ocultos en la estructura proteica, aparece la banda intensa en 830 cm-1, 
y cuando se encuentran expuestos en la superficie, se incrementa la intensidad de la 
banda en 850 cm-1. El grado de desplegamiento de una proteína durante un 
calentamiento, así como la formación de agregados, que modifican la exposición de 
los residuos de tirosina, puede ser evaluado por medio de la relación entre las 
intensidades de ambas bandas: I = 850/830. La disminución de la intensidad relativa 
(I) sugiere un incremento del ocultamiento o la participación de los residuos de 
tirosina en la formación de los puentes hidrógeno intermoleculares (Tu, 1986; Yu y 
col., 1973; Tu, 1982). 
El triptófano oculto en la estructura proteica presenta bandas características a 
1582, 1553 y 760 cm-1. La exposición de residuos de triptófano ocultos como 
consecuencia de la desnaturalización, es evaluada por la disminución de la 
intensidad de dichos picos (Kitagawa y col., 1979; Yu y col., 1974; Tu, 1982). El 
enlace disulfuro colabora en la estabilidad de las proteínas, pudiéndose evaluar la 
formación o ruptura de dichos enlaces a través de la intensidad de las bandas 
vibracionales de estiramiento S-S en la región 500-540 cm-1 (Tabla 1.2). 
 
Tabla 1.2. Frecuencias de las bandas vibracionales para el estiramiento  
S-S en la región 500-540 cm-1. 
 
Número de onda cm-1 Asignación 
500 – 540 S-S estiramiento 
507 – 512 S-S estiramiento gauche-gauche-gauche 
525 S-S estiramiento gauche-gauche-trans 
540 S-S estiramiento trans-gauche-trans 
 
Para este ensayo se trabajó con muestras liofilizadas de gluten control y gluten 
con el agregado de SSL, DATEM y la mezcla SSL-DATEM 1:1 de ambos aditivos. 
Las concentraciones de emulsificantes utilizadas en la preparación de gluten fueron 
0,25%; 0,5% y 1%.  
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Los espectros FT-Raman fueron obtenidos en un espectrómetro Bruker IFS 113  
FT-IR (Ettlingen, Alemania) equipado con un láser Nd: YAG de 1064 nm con una 
potencia de 500 mW (76 mW en la muestra). Los espectros fueron registrados a 
temperatura ambiente, con una resolución de 6 cm-1 y resultaron del promedio de 
1000 escaneos. Se llevó a cabo una normalización vectorial en la zona 4000-500 
cm-1 (zona vibracional mixta). Las normalizaciones, los cálculos de alturas y posición 
de picos fueron realizados empleando el software Opus 4.0 (Bruker Optics, 
Alemania). Los resultados informados corresponden al promedio de tres muestras 
preparadas de manera independiente. 
 
 
1.6 Sulfhidrilos libres de las proteínas del gluten 
 
Se realizó por el método descripto por Beveridge y col. (1974) ligeramente 
modificado. Las muestras liofilizadas fueron suspendidas en buffer de extracción 
(Tris-HCl 0.086M – Glicina 0.09M – EDTA 0.004M – Urea 8M – pH 8) en una 
concentración de 1mg/mL. Se agitaron en agitador magnético Thermomixer 
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 25 ºC y 500 rpm durante 10 min. Las muestras 
fueron centrifugadas a 13600 xg en microcentrifuga Centrifuge 5415 D (Eppendorf, 
Hamburgo, Alemania) durante 10 min a 25 ºC. El sobrenadante fue tratado con el 
reactivo de Ellman (4mg DTNB/mL en metanol). Se determinó la absorbancia a 412 
nm en un espectrofotómetro Heλios β Thermo Spectronic (Cambridge, Inglaterra). 
Para transformar el valor de densidad óptica en concentración de sulfhidrilos se 
utilizó como coeficiente de extinción molar para el NTB 13.600 M-1cm-1. Las 
determinaciones se realizaron por duplicado. Se determinó la concentración proteica 
de los extractos por el método de Bradford. 
La cantidad de sulfhidrilos libres se calculó según la ecuación 1.5 (Ec. 1.5): 
 
 
SHL = 73,53 x (DO1-DO2-DO3)/C                 Ec. 1.5 
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donde: 
SHL= concentración de sulfhidrilos libres en la muestra (µmol SH/g proteína). 
DO1 = absorbancia a 412 nm de la muestra con el reactivo de Ellman. 
DO2 = absorbancia a 412 nm de la muestra sin el reactivo de Ellman. 
DO3 = absorbancia a 412 nm del blanco de reactivos. 
C = concentración de proteína en la muestra (mg/mL), determinada por el método 
de Bradford. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 
 
 
1.7 Identificación de proteínas totales mediante electroforesis 
 
1.7.1 Reactivos generales 
 
Buffer de electrodo: Hidroximetil aminometano-base (Tris-base) 0,125 M, glicina 
0,96 M (pH 8,3), con o sin el agregado de dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,5% p/v, 
para electroforesis desnaturalizante o no desnaturalizante respectivamente. 
Buffer de gel separador: Tris-base 1,5 M (pH 8,8) con o sin el agregado de SDS 
0,4% p/v. N´, N´, N´, N´, tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,4% v/v. 
Buffer de gel stacking: Tris-base 0,5 M (pH 6,8) con o sin el agregado de SDS 
0,4% p/v.  
Buffer de extracción: 
• NATIVE-PAGE (no desnaturalizante) y SDS-PAGE (mono y bidimensional): 
Trisma base 0,0625 M (pH 10). 
• Multistacking (MS-SDS-PAGE): Trisma HCl 0,125 M  (pH 6,8), SDS 2% p/v, 
Glicerol 10% v/v, Azul de bromofenol 0,01% p/v, con o sin el agregado de 2-
mercaptoetanol 5% v/v, para obtener condiciones reductoras o no reductoras, 
respectivamente. 
Buffer de muestra: Trisma base 0,0625 M (pH 10), glicerol 12,5% v/v, y azul de 
bromofenol 0,05% p/v, con o sin el agregado de dodecil sulfato de sodio (SDS) 2,0% 
p/v, para electroforesis desnaturalizante o no desnaturalizante respectivamente. 
Buffer de tratamiento para electroforesis bidimensional: Tris-HCl 62,5 mM 
(pH=6,8), SDS 1% p/v, sacarosa 20% p/v, 2-mercaptoetanol 0,2 M. 
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Patrones de proteínas de baja masa molecular (LMW): Los patrones LMW 
utilizados en las corridas de electroforesis y para el cálculo de las masas de los 
polipéptidos fueron: fosforilasa b (97 kD); albúmina (66 kD); ovoalbúmina (45 kD); 
anhidrasa carbónica (30 kD); inhibidor de tripsina (20,1 kD) y α-lactoalbúmina (14,4 
kD) (GE Healthcare, Inglaterra). Las proteínas patrón fueron solubilizadas en 200 µl 
de buffer de muestra desnaturalizante con β-mercaptoetanol. Se construyeron 
curvas de calibración relacionando el factor distancia recorrida por las distintas 
proteínas, con el logaritmo de su peso molecular.  
  
 
1.7.2 Extracción de las proteínas 
 
La extracción de proteínas de las muestras de gluten y masa liofilizadas fue 
realizada por duplicado con buffer Trisma base 0,0625 M (pH 10) para las 
electroforesis NATIVE-PAGE (sólo se realizó para las muestras de masa), SDS-
PAGE y 2D-SDS-PAGE (sólo se realizó para las muestras de gluten). Para estas dos 
últimas técnicas no se agregó SDS al buffer para evitar que este agente 
desnaturalizante interfiera en la interacción que se genera entre los emulsificantes y 
las proteínas del gluten. En la electroforesis MS-SDS-PAGE se utilizó el buffer 
Trisma HCl 0,125 M  (pH 6,8), SDS 2% p/v, Glicerol 10% v/v, Azul de bromofenol 
0,01% p/v.  
La cantidad de muestra utilizada en cada electroforesis fue la siguiente: 
- NATIVE-PAGE: 80 mg masa/mL buffer 
- SDS-PAGE: 30 mg gluten/mL buffer y 80 mg masa/mL buffer 
- 2D-SDS-PAGE: 50 mg gluten/mL buffer 
- MS-SDS-PAGE: 30 mg gluten/mL buffer y 60 mg masa/mL buffer  
Todas las muestras, antes de ser sembradas en el gel correspondiente, se 
centrifugaron a 9.350 x g durante 15 min a 4 ºC en microcentrífuga IEC-Centra 
MP4R (EUA). El sobrenadante fue mezclado en partes iguales con el buffer de 
muestra 4x correspondiente (a excepción de las muestras para MS-SDS-PAGE que 
ya quedaron listas para ser sembradas). Los sobrenadantes se sembraron a razón 
de 40 µg de proteína/calle.  
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 1.7.3 Desarrollo 
 
Todas las electroforesis se realizaron en miniplacas con un equipo BIO-RAD, 
modelo Mini-Protean III (Inglaterra). Se utilizó el sistema de buffers descripto 
anteriormente. Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo a un voltaje constante 
de 200 V durante aproximadamente 1,5 h. 
 
 
1.7.4 SDS-PAGE 
 
Se preparó un gel de poliacrilamida de 1,0 mm de espesor, formado por un gel 
separador de concentración constante de acrilamida/bisacrilamida (30,8%) 12% p/v 
y un gel apilador (stacking) en su parte superior (acrilamida 4% p/v). Se utilizó un 
peine de 10 calles en las cuales se sembraron 20 µl de cada muestra en cada calle y 
4 µl del patrón de LMW de proteínas. 
 
 
1.7.5 NATIVE-PAGE 
 
Para el caso de la electroforesis nativa se preparó un gel de poliacrilamida de 6% 
p/v, sin el agregado de SDS. Se siguió la misma metodología utilizada para SDS-
PAGE. 
 
 
1.7.6 2D-SDS-PAGE 
 
Para la primera dimensión de esta técnica se preparó un gel de poliacrilamida de 
0,75 mm de espesor, con un gel continuo de acrilamida al 12% (p/v) y con un gel 
apilador de 4% (p/v) de acrilamida. Se utilizó un peine de 10 calles en las cuales se 
sembraron 15 µl de muestra en cada calle y 4 µl del patrón de LMW de proteínas. 
Una vez corrido el gel se cortaron las calles y se colocaron en vasos de precipitado 
de 25 mL que contenían 5 mL de buffer de tratamiento (descripto en el Inciso 1.7.1). 
Se calentó en baño de agua a 55 ºC durante 30 minutos, agitando y realizando 
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cambio de buffer cada 10 minutos. La porción de gel tratado se reservó para 
montarlo en el tope de gel de la segunda dimensión. Para la segunda dimensión se 
preparó un gel continuo de 1 mm de espesor con iguales proporciones de acrilamida 
que en la primera dimensión. Se utilizó un peine de una sola calle en la cual se 
colocó en posición horizontal la porción de gel corrida en la primera dimensión y 
previamente tratada con el reductor (2-mercaptoetanol); luego se corrió como una 
electroforesis monodimensional.  
 
 
1.7.7 MS-SDS-PAGE 
 
Las proteínas se extrajeron con el buffer de muestra sin el agregado de 2-
mercaptoetanol durante 2,5 hs a temperatura ambiente. Las muestras fueron 
calentadas a ebullición durante 3 min (Ribotta y col., 2001). Se centrifugó en 
microcentrífuga IEC-Centra MP4R (EUA) a 9.350 x g durante 15 min a 4 ºC. El 
sobrenadante quedó listo para ser sembrado. 
Las proteínas extraídas fueron separadas en un gel preparativo (1 mm de 
espesor) compuesto por un multistacking de 4, 6, 8, 10 y 12% (p/v de poliacrilamida) 
y un continuo de 14% (p/v) (Figura 1.4). Se utilizó un peine de una calle en la cual se 
sembraron 250 µl de muestra. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cada stacking y la porción continua fueron cortados y las proteínas fueron 
extraídas de cada fracción con el mismo buffer al que se le incorporó 5% de 2-
mercaptoetanol durante 48 hs a temperatura ambiente. Las muestras fueron 
Figura 1.4. Esquema representativo de una electroforesis multistacking. 
Continuo 14 %
Stacking 12 %
Stacking 10 %
Stacking 8 %
Stacking 6 %
Stacking 4 %
Extracto
proteico
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calentadas en baño de agua hirviendo durante 10 min (1ª dimensión). Las proteínas 
reducidas fueron eluídas de las tiras de gel y analizadas en un gel electroforético de 
iguales características que el utilizado en SDS-PAGE (2ª dimensión) (Puppo y col., 
2005). 
 
 
1.7.8 Coloración 
 
Los geles fueron fijados y teñidos con Coomasie Brilliant Blue R-250 al 0,192% 
p/v en agua/metanol/ácido acético (10:10:4) durante 12 h y desteñidos con etanol 
25% p/v y ácido acético 10% p/v a temperatura ambiente.  
 
 
1.7.9 Obtención de las imágenes y análisis de los geles 
 
Las imágenes de las electroforesis fueron digitalizadas con un scanner HP 
Scanjet 4070 Photosmart (Hewlett Packard, EUA), mientras que el análisis de las 
masas moleculares se realizó con el programa Sigma-Gel versión 1.0 (Jandel 
Scientific, EUA). 
 
 
1.8 Análisis de Gliadinas y Gluteninas 
 
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) es otra de las técnicas de 
separación de proteínas utilizada frecuentemente. Es un método físico de 
separación basado en la distribución de los componentes de una mezcla entre dos 
fases inmiscibles, una fija o estacionaria y otra móvil. La cromatografía líquida de 
alta resolución en fase reversa (RP-HPLC) es la cromatografía más frecuentemente 
utilizada para analizar las proteínas del gluten (gliadinas y gluteninas) debido a su 
alto poder de resolución. Además, posee la ventaja de ser una metodología rápida, 
reproducible y sensible. En RP-HPLC las proteínas se separan principalmente de 
acuerdo a su hidrofobicidad superficial (Lookhart y col., 2003). Esta técnica se 
complementa con la electroforesis en gel, la cual está basada en la separación de 
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proteínas según su tamaño o carga (Bietz, 1983; Lookhart y Albers 1988). La RP-
HPLC ha sido utilizada para estudiar la acumulación de proteínas durante el 
desarrollo del grano de trigo (Gupta y col., 1996; Huebner y col., 1990), para realizar 
la identificación de varietales de trigo (Huebner y Gaines, 1992; Huebner y col., 
1995), para predecir la calidad de las harinas (Hay, 1993; Lafiandra y col., 1993) y 
para estudiar las interacciones entre los distintos componentes de masas elaboradas 
con harina de trigo (Koehler, 2003; Hanft y Koehler, 2006). De esta manera se puede 
estudiar indirectamente si los aditivos provocan un cambio estructural en el gluten en 
base al estudio del porcentaje de extracción de las distintas fracciones de gliadinas y 
gluteninas. 
 
 
1.8.1 Extracción de Fracciones proteicas 
 
El procedimiento de extracción fue el siguiente: 
 
? Fracción de Gliadinas:  
Se pesaron 100 mg de muestra liofilizada (masa o gluten) en un eppendorff de 
2 mL y se agregó 1 mL de solución 1-propanol 50% v/v en agua destilada. Se 
agitó en vórtex durante 5 min y se centrifugó a 15.700 x g durante 5 min a 
temperatura ambiente en microcentrífuga Eppendorf 5415 D (Alemania). El 
sobrenadante que contenía la fracción enriquecida en gliadinas se reservó 
refrigerado a 4 ºC para su posterior análisis por RP-HPLC.  
 
? Fracción de Gluteninas:  
Las gluteninas fueron extraídas del precipitado obtenido anteriormente con 1 
mL de la solución utilizada inicialmente a la cual se le agregó 1% (p/v) de 
ditiotreitol (DTT). Se agitó en vórtex y se centrifugó en las mismas condiciones 
utilizadas para gliadinas a 15.700 x g durante 8 min a temperatura ambiente en 
microcentrífuga Eppendorf 5415 D (Alemania). El sobrenadante, que contenía la 
fracción enriquecida de gluteninas, se analizó por RP-HPLC (Lookhart y col., 
2003).  
 Ambos ensayos fueron realizados por duplicado. 
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+ hidrofílico + hidrofóbico 
Figura 1.5. Cromatograma representativo de proteínas de gluten (Gluteninas).
1.8.2 Separación de Fracciones 
 
Para separar y caracterizar las gliadinas y gluteninas se utilizó un equipo Waters 
996 (Millipore Corp., Massachussets, EUA) con una columna Sephasil Peptide (C8 
12 µ, 250 x i.d. 4,6 mm) (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Las proteínas fueron 
eluídas a 70 ºC y 1 mL/min con un gradiente agua-acetonitrilo (75%-25%) durante 90 
min. Las proteínas fueron detectadas a 210 nm con un detector de arreglo de diodos 
UV (WATERS, modelo 996, Millipore Corp., Milford, MA, EUA). Todas las muestras 
fueron analizadas al menos por duplicado. A partir de los cromatogramas obtenidos 
(Figura 1.5) se calcularon las áreas de los diferentes picos de cada muestra 
mediante el software Empower 2002 (WATERS, Millipore Corp., Milford, MA, EUA).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.9 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) 
 
La Microscopía Electrónica de Barrido conocida como SEM (Scanning Electron 
Microscopy) nos proporciona información complementaria sobre el material que 
estamos investigando. En un microscopio SEM, un haz de electrones incide sobre la 
superficie de una muestra determinada, produciéndose así varios fenómenos 
(reemisión de una parte de la radiación incidente, emisión de luz, electrones 
secundarios, rayos X, etc.). Todas estas señales se pueden emplear para obtener 
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información sobre la naturaleza de la muestra como puede ser morfología, 
composición, estructura cristalina, estructura electrónica. En el caso de masas, 
permite visualizar el tipo de estructura del gluten y la disposición de los gránulos de 
almidón en la matriz. 
Las características microestructurales de las muestras de gluten con emulsificante 
(0 y 1% p/p) y masa (0 y 5% p/p) fueron evaluadas mediante microscopía electrónica 
de barrido (SEM) con un microscopio JEOL 35 CF (Japón). Pequeñas piezas de 
muestra se fijaron en glutaraldehído al 2,5% y seguidamente se sumergieron en una 
serie de disoluciones de acetona y finalmente en acetona al 100% para asegurar 
una deshidratación completa. Luego, las muestras fueron desecadas por punto 
crítico. Las muestras desecadas fueron cubiertas con partículas de oro formando 
una película y evaluadas en el microscopio. 
 
 
1.10 Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) 
 
Todos los ensayos se realizaron en un calorímetro diferencial de barrido TA 
Instrument Mod. Q100 (EUA). La calibración del equipo se llevó a cabo a una 
velocidad de calentamiento de 10 ºC/min usando como patrones indio, ácido láurico 
y esteárico. Los ensayos se llevaron a cabo en cápsulas de aluminio 
herméticamente selladas y se utilizó como referencia una cápsula vacía. 
 
 
1.10.1 Determinación de la temperatura de transición vítrea (Tg) 
 
Según reportes previos, las sustancias que interactúan con el gluten pueden 
afectar su temperatura de transición vítrea (Tg) y la cinética de las reacciones de 
entrecruzamiento afectando la formación de la red de gluten (Kalichevsky y col., 
1992; Noel y col. 1995; Pommet y col. 2003). Los “shortenings” aumentan la 
temperatura de transición vítrea del gluten (Levine y Slade, 1987), mientras que los 
ácidos grasos de bajo peso molecular tienen un efecto plastificante causando una 
disminución en la Tg del gluten (Kalichevsky y col., 1992). Teniendo en cuenta los 
antecedentes citados anteriormente se decidió evaluar el efecto de los 
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emulsificantes SSL y DATEM en la temperatura de transición vítrea del gluten. 
Todos los ensayos fueron efectuados por triplicado. 
Los ensayos fueron realizados sobre: 
a) Muestras de gluten liofilizadas. 
b) Muestras de gluten liofilizado (sin y con emulsificante) reconstituido con agua 
según la humedad del gluten control recién elaborado (67,2%).  
c) Mezcla de gluten liofilizado-emulsificante reconstituida con agua in situ según la 
humedad mencionada en el Inciso b.  
 
Las muestras de gluten liofilizado (a) fueron preparadas según lo descripto en el 
Inciso 1.3. Los niveles de emulsificantes utilizados en los ensayos a y b fueron de 
0,25; 0,5 y 1%, mientras que para las mezclas preparadas in situ (c) se decidió 
utilizar el nivel de 1% p/p y el mayor nivel de emulsificante utilizado en masas (5% 
p/p) con la finalidad de tener cantidad suficiente de aditivo para producir cambios 
estructurales en el gluten. En los ensayos b y c las muestras fueron preparadas de 
acuerdo al procedimiento que se describe a continuación: 
Se pesó el gluten control liofilizado en eppendorff de 1,5 mL y se agregó la 
cantidad de emulsificante correspondiente. Se agitó en vórtex para homogeneizar la 
mezcla. Luego se adicionó la cantidad de agua de acuerdo a la humedad del gluten 
control (67,2%) y se mezcló hasta formar el gluten. Se dejó reposar la muestra 48 
horas a 4 ºC hasta el momento del ensayo. 
Las condiciones de ensayo fueron las siguientes: 
Para las muestras de gluten liofilizado se realizó un barrido de temperaturas de     
-50 a 180 ºC a una velocidad de 5 ºC/min. Mientras que para las muestras de gluten 
liofilizado reconstituido con agua (Incisos b y c) el barrido fue realizado entre -30 a 
40 ºC a una velocidad de 2 ºC/min.  
Las cantidades de muestra utilizada para los ensayos realizados con gluten 
liofilizado y gluten liofilizado reconstituido (Incisos b y c) fueron de aproximadamente 
5 y 15 mg, respectivamente. La temperatura de transición vítrea (Tg) fue 
determinada como el punto medio del cambio en la capacidad calorífica de cada 
muestra. 
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1.10.2 Gelatinización y retrogradación del almidón 
 
La evaluación del comportamiento térmico por Calorimetría Diferencial de Barrido 
(DSC) es uno de los ensayos más utilizado para el estudio de retrogradación del 
almidón y envejecimiento del pan (Russell, 1983; LeMeste y col., 1992; Champenois 
y col., 1995; Vodovotz y col., 1996; Baik y Chinachoti, 2000). Esta técnica aporta 
medidas cuantitativas de los cambios estructurales que experimenta el pan a lo largo 
del proceso de envejecimiento (Karim y col., 2000; Hassan y col., 2006). 
Para evaluar la interacción de los emulsificantes con el almidón, se ensayaron dos 
procesos: 
 
? Gelatinización de almidón 
 
Se analizó el proceso de gelatinización de almidón así como el de disociación del 
complejo amilosa–lípido a partir de masa fresca preparada según Inciso 1.4. Se 
colocó una pequeña porción de masa en una cápsula para DSC. Se calentó en el 
calorímetro a temperaturas similares a las medidas en el centro de la miga durante 
el proceso de horneado, con el objetivo de simular dicho proceso en el calorímetro 
(León y col., 1997). Se determinó las temperaturas y entalpías de gelatinización y las 
correspondientes a la disociación del complejo amilosa-lípido. Los ensayos se 
efectuaron por duplicado.  
 
 
? Retrogradación de almidón 
 
Para evaluar la retrogradación de la amilopectina, las masas gelatinizadas en las 
cápsulas de DSC se dejaron enfriar, y se almacenaron por diferentes períodos de 
tiempo (1, 3 y 7 días) a 20 ± 2 ºC. Las muestras se calentaron nuevamente en el 
calorímetro y se determinó la temperatura y entalpía del proceso. 
 
Tanto las temperaturas de transición vítrea como las temperaturas y entalpías de 
gelatinización y retrogradación fueron calculadas con el software TA Instruments 
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Universal Analysis 2000 (Versión 4.2E, EUA). Los ensayos se realizaron por 
duplicado. 
 
 
1.11 Caracterización Reológica de Masas 
 
1.11.1 Ensayos Alveográficos y Farinográficos    
 
Se estudió la aptitud panadera de las mezclas harina-emuslificantes, mediante 
ensayos empíricos alveográficos y farinográficos. Los ensayos se realizaron por 
duplicado y en forma análoga a los descriptos en las secciones 1.1.5 y 1.1.6. En los 
ensayos farinográficos las muestras fueron preparadas con 2% p/p de sal (b.h.). 
 
 
1.11.2 Propiedades Texturales de las Masas   
 
Elaboración de masas 
 
Las muestras fueron elaboradas en base a la siguiente formulación: cada 100 g 
de harina se utilizaron 2 g de NaCl, 0,5%, 1% y 5% p/p (b.h.) de los emulsificantes 
SSL, DATEM y mezcla de SSL:DATEM 1:1. La cantidad de aditivo de 5% se utilizó 
sólo con fines experimentales. Se empleó como control una masa sin aditivo. Se 
agregó la cantidad de agua óptima para cada tipo de mezcla (agua farinográfica). 
Las muestras fueron amasadas durante su tiempo óptimo de desarrollo. Todos los 
ensayos fueron realizados por duplicado. 
  
Los ensayos de perfil de textura y  relajación se realizaron en el equipo TA-XT2i - 
Stable Micro Systems (Haslemere, Surrey, Inglaterra). Para ello, una vez obtenida la 
masa se laminó hasta 1,0 cm de espesor y se cortaron discos de 3,0 cm de 
diámetro. Los parámetros texturales fueron medidos utilizando una sonda cilíndrica 
SMS P/75 de acero inoxidable de 75 mm de diámetro, un plato inferior con círculos 
concéntricos para reducir deslizamiento y una celda de carga de 25 kg.  
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Análisis de Perfil de Textura 
 
La textura involucra todos los atributos reológicos y estructurales de un alimento, 
que son perceptibles por medio de receptores mecánicos, táctiles y, cuando 
corresponde, visuales y auditivos. La evaluación objetiva de la textura es compleja 
pues ella debe reflejar la acción de la boca, la lengua y mandíbulas al mover el 
alimento y la acción de los dientes al cortar, romper, extender, moler y succionar los 
alimentos. Existen numerosas formas de evaluar la textura de los alimentos. Los 
ensayos de gran deformación y las propiedades de fractura de los alimentos sólidos 
y semisólidos son muy importantes para la evaluación de su respuesta al 
procesamiento, manipuleo, almacenamiento, uso y respuesta durante el consumo. 
Muchos de los ensayos usados involucran el someter al material a esfuerzos, lo cual 
determina una deformación que se mide; o bien deformar controladamente el 
material y evaluar el esfuerzo requerido. La masticación se puede estudiar mediante 
ensayos de Análisis de Perfil de Textura (TPA, Texture Profile Analysis) del alimento 
en cuestión. Este ensayo se realiza en un texturómetro en el que se simula el 
proceso de masticación y consiste en comprimir la muestra dos veces en 
movimientos consecutivos. A partir de la curva fuerza vs. tiempo obtenida pueden 
calcularse diferentes parámetros tales como: la Dureza que representa la resistencia 
que presenta el alimento a la primer mordida, la Consistencia que se relaciona con la 
resistencia total que presenta un alimento durante la masticación, la Adhesividad 
que sería el trabajo necesario que se debe realizar con la lengua para retirar el 
alimento que se adhiere al paladar y los dientes, la Cohesividad que se corresponde 
con la fuerza de interacción que mantiene unidas las partículas que forman el cuerpo 
del producto y por último la Elasticidad que se asocia al grado de recuperación de 
las dimensiones iniciales que experimenta el alimento después de retirar la fuerza de 
compresión (Steffe, 1996 a; Bourne, 2002).  
El comportamiento macroestructural de la masa depende de las condiciones de 
proceso durante su formación, sus componentes y la interacción que exista entre 
ellos. Es por ello que el análisis de perfil de textura de las masas es de suma 
importancia, ya que aporta información sobre la influencia que ejercen los diferentes 
componentes en la masa, permite el control de calidad del producto final y orienta el 
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diseño y la adaptación de nuevas tecnologías de proceso (Rodríguez-Sandoval y 
col., 2005). 
Se realizó un ensayo de perfil de textura - TPA (Texture Profile Analysis) sobre los 
discos de masa mediante un método modificado de TPA (40% deformación). La 
velocidad de la sonda utilizada fue de 0,5 mm/seg. Las muestras fueron analizadas 
por duplicado y se midieron al menos 10 discos de masa para cada muestra. Los 
parámetros analizados fueron Dureza, Consistencia, Adhesividad, Cohesividad y 
Elasticidad. La Dureza se calculó como la fuerza máxima registrada durante el 
primer ciclo de compresión (F1) y la Consistencia como la suma de las áreas del 
primer y segundo pico (A1+A2). La Adhesividad es el área negativa obtenida durante 
el primer ciclo (A3), mientras que la Cohesividad es el cociente entre el área del 
segundo pico y el área del primero (A2/A1). La Elasticidad se calculó como la 
relación d2/d1, donde d2 es la distancia recorrida por la sonda durante la 
compresión en el segundo ciclo, mientras d1 es dicha distancia recorrida en el 
primer ciclo (Figura 1.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ensayos de Relajación 
 
En los experimentos de relajación, la muestra es comprimida hasta un nivel 
1ra compresión 1er retorno espera 2da compresión 2do retorno 
Area  1 
Area  2 
distancia 1 (d1) distancia 2 (d2) Tiempo 
Fuerza 
Dureza (F1) 
Consistencia = Area 1+Area 2  
Adhesividad = Area 3 
Cohesividad = Area 2/Area 1 
Elasticidad = d2/d1 
Figura 1.6. Curva típica obtenida en el ensayo de TPA y sus respectivos parámetros. 
Area  3 
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predeterminado de deformación. Luego la deformación es mantenida constante 
durante un cierto tiempo, y durante dicho período el material viscoelástico 
experimenta un decaimiento de la fuerza/esfuerzo en función del tiempo (Figura 1.7). 
Un cuerpo viscoso ideal no puede mantener la fuerza/esfuerzo en ausencia de 
movimiento y, por lo tanto, alcanza el nivel más bajo de la curva, mientras que un 
sólido elástico ideal es capaz de mantener el esfuerzo inicial aplicado. Por lo tanto, 
un material viscoelástico tal como puede ser una masa de harina de trigo, mostrará 
un comportamiento intermedio entre estos dos casos extremos (Yadav y col., 2006) 
(Figura 1.7).  
El fenómeno de relajación es el resultado de una reorientación estructural y 
molecular del sistema. La curva de relajación no lineal, es una función del tiempo (t) 
y de la deformación aplicada (ε) (Ec. 1.6). A una deformación constante, la fuerza 
depende sólo del tiempo.  
 
F = ƒ (ε,t)             Ec. 1.6 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Varios autores han demostrado que tiempos de relajación lentos están asociados 
a una buena calidad panadera (Bloksma, 1990; Launay, 1990; Wang y Sun, 2002). 
El estudio del comportamiento de la masa durante el ensayo de relajación provee 
información que puede ser relacionada con el desempeño de la misma durante el 
Fuerza (N) 
Figura 1.7. Diagrama de compresión-relajación no lineal de un cuerpo viscoelástico. 
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proceso de panificación (Safari-Ardi y Phan-Thien, 1998; Wikström y Eliasson, 1998). 
 
Los ensayos de relajación, al igual que el TPA, fueron realizados al 40% de 
deformación. La velocidad de la sonda utilizada fue de 0,5 mm/seg. Cuando se 
alcanzó el nivel de compresión deseado, se detuvo la sonda y se dejó relajar la 
masa durante 1200 s. Se colocó grasa siliconada en los laterales de la muestra para 
evitar la deshidratación durante el ensayo. Se midió la fuerza en función del tiempo 
de relajación. Las muestras fueron ensayadas por duplicado y se midieron al menos 
3 discos de masa para cada muestra. Para interpretar el esfuerzo de relajación de 
materiales viscoelásticos, frecuentemente se utiliza un modelo generalizado de 
Maxwell (Hassan y col., 2005; Lima y Singh, 2001). El modelo seleccionado como 
análogo mecánico para el esfuerzo de relajación de masas incluye dos elementos de 
Maxwell, cada uno conteniendo un resorte y un amortiguador en serie, y un resorte 
aislado combinado en paralelo (Figura 1.8).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Según este modelo, el esfuerzo total (σ) es la suma de los esfuerzos individuales 
correspondientes a cada elemento (Ec. 1.7). 
 
σ = ƒ(t) = A1*exp(-tE1 / η1) + A2*exp(-tE2 / η2) + γ0E0                   Ec. 1.7 
 
La ecuación 1.7 también puede escribirse de la siguiente manera (Ec. 1.8).   
 
Figura 1.8. Modelo de Maxwell aplicado a masa de harina de trigo. 
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σ = ƒ(t) = A1*exp(-t / λrel1) + A2*exp(-t / λrel2) + σe     (con λrel = η/E)                Ec. 1.8 
 
donde: 
σ = esfuerzo (Pa) 
A = factores pre-exponenciales (A = γ0*E) 
t = tiempo (s) 
E = módulo de esfuerzo de relajación (Pa) 
η = viscosidad (Pa.s) 
γ0 = deformación aplicada (-) 
    λrel = tiempo de relajación (s)  
    σe = esfuerzo en el equilibrio (Pa) 
 
Según lo expresado anteriormente, cada elemento estará caracterizado por 
coeficientes diferentes. 
Las ecuaciones anteriores pueden ser expresadas en términos de módulo de 
relajación (E) dividiendo cada una por la deformación aplicada (γ0) (Ec. 1.9): 
 
E(t) = E1*exp(-t / λrel1) + E2*exp(-t / λrel2) + E3                          Ec. 1.9 
 
Para t = 0, E(t) se convierte en (Ec. 1.10): 
 
         E(0) = σ0/γ0 = E1 + E2 + E3                        Ec. 1.10 
 
Esto significa que el módulo E a tiempo 0 es igual a la suma de los módulos 
elásticos de los tres resortes de Maxwell. Para tiempo largos (t = 1200 s), E(t) se 
convierte en el esfuerzo residual E3 (Ec. 1.11): 
 
E(∞) = E3                           Ec. 1.11 
 
Aplicando el modelo se obtuvieron los parámetros módulos de relajación E1, E2 y 
E3 y los tiempos de relajación λrel1 y λrel2, donde E está relacionado con la elasticidad 
y λrel con el grado de relajación de la masa. 
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Ensayos de Viscoelasticidad 
 
Las medidas de viscoelasticidad de la masa, en condiciones de linealidad, es 
decir, a bajas deformaciones, permite analizar la elasticidad que posee la misma. 
Esa elasticidad está directamente relacionada con la estructura del gluten formado 
en la masa. La reometría dinámica es una técnica utilizada para medir las 
propiedades elásticas y viscoelásticas de diferentes alimentos, entre ellos las masas, 
en escala de pequeñas y de grandes deformaciones (rango lineal y no lineal, 
respectivamente). Las masas son materiales viscoelásticos y las medidas 
oscilatorias proveen un método no destructivo para determinar la contribución 
viscosa y elástica de la viscoelasticidad. El equipo utilizado para estudiar la 
viscoelasticidad es el reómetro. En este tipo de ensayos la muestra se somete a una 
deformación de corte oscilatoria, cuya expresión matemática es una función 
sinusoidal (Ec. 1.12), en la cual la amplitud del esfuerzo se determina midiendo el 
torque que se transmite a la muestra por la deformación impuesta. Este esfuerzo es 
también una función sinusoidal que puede estar desfasada respecto a la 
deformación aplicada en un ángulo que va de 0 a 90 ºC (Ec. 1.13). El esfuerzo de un 
material puramente viscoso (fluido newtoniano) sufre un desfasaje de 90° (δ = 90°) 
con respecto a la deformación impuesta, mientras que el esfuerzo de un material 
puramente elástico no se desfasa con respecto a la deformación aplicada (δ = 0°). El 
material viscoelástico por ende tiene un ángulo de desfasaje (δ) que estará 
comprendido entre 0 y 90° (Steffe, 1996 b). 
 
         γ = γ0 sin(ωt)                           Ec. 1.12 
 
         σ = σ0 sin(ωt + δ)                            Ec. 1.13 
 
donde: 
γ = deformación (-) 
γ0 = amplitud de la deformación (-) 
ω = frecuencia (Hz o rad/seg) 
 t = tiempo (seg) 
σ = esfuerzo (Pa) 
σ0  = amplitud del esfuerzo (Pa) 
δ = ángulo de desfasaje (°) 
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Los parámetros fundamentales de importancia son el módulo de almacenamiento 
o elástico (G’) que es la medida de la energía que es elásticamente almacenada por 
el material (Ec. 1.14), el módulo de pérdida o viscoso (G”) que es la medida de la 
energía disipada por el flujo (Ec. 1.15) y la tangente del ángulo de desfasaje (tan δ = 
G”/G’) entre el estímulo sinusoidal aplicado y la respuesta sinusoidal obtenida del 
material (Ec. 1.16). Si estos parámetros se determinan en condiciones de 
viscoelasticidad lineal para el material en cuestión, sus valores serán propios del 
material y no dependerán de la historia de deformación del mismo.  
 
G’ = (σ0 / γ0)cos(δ)                          Ec. 1.14 
 
G” = (σ0 / γ0)sen(δ)                              Ec. 1.15 
 
  tan (δ) = G”/ G’                       Ec. 1.16 
 
Los ensayos de reología proveen información esencial sobre cómo la composición 
de la harina y los demás ingredientes que constituyen la masa influyen en la 
viscoelasticidad de la misma y consecuentemente en las condiciones de elaboración 
de pan y las características de los productos terminados. 
 
Para los ensayos de viscoelasticidad se efectuaron medidas oscilatorias 
dinámicas en un reómetro de esfuerzo controlado RS600 (Haake, Alemania) usando 
un sensor de platos paralelos con un gap de 1,5 mm. Una vez que la muestra fue 
colocada en el reómetro y comprimida a 1,5 mm, se retiró el exceso de masa con un 
elemento cortante. Se colocó grasa siliconada para evitar deshidratación durante el 
ensayo. Se utilizó un rotor cilíndrico dentado PP 35/S de 35 mm de diámetro y un 
plato inferior dentado D 35/S. Todos los ensayos se realizaron a temperatura 
constante de 25°C. 
La muestra fue sometida a los siguientes ensayos: 
 
?   Barrido de esfuerzo. Se realizó un barrido de esfuerzo (0,5 a 200 Pa) para 
determinar la zona de viscoelasticidad lineal de las masas ensayadas, esto es, 
donde se verifica que la pendiente de la línea esfuerzo (σ) vs deformación (γ) es 
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constante. Se trabajó a frecuencia constante de 1 Hz. Se registró el módulo 
complejo G* (Ec. 1.17) en función del esfuerzo (Figura 1.9). 
 
G* = σ0 / γ0 = [(G’ )2  +  (G”)2]1/2               Ec. 1.17 
 
Tanto G* como G’ y G” permanecen constantes dentro del rango de 
viscoelasticidad lineal, pero existe un valor crítico de esfuerzo (σlímite) a partir del cual 
ambos módulos disminuyen, evidenciando que existe ruptura de la estructura (Figura 
1.9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
?   Barrido de frecuencia. Permite caracterizar la variación de las componentes 
viscosa y elástica de la muestra en función de la frecuencia de deformación 
aplicada, que varía con el tiempo. Para ello se trabajó en un rango de frecuencia 
de 0,005 a 100 Hz en el rango lineal de deformación, que se logró aplicando un 
esfuerzo de 5 Pa (Figura 1.10). Los parámetros determinados fueron el módulo 
de almacenamiento (G’), el módulo de pérdida (G”) y la tangente del ángulo de 
desfasaje (tan δ). 
 
En ambos ensayos, las muestras fueron realizadas por duplicado y se midieron al 
menos 3 discos de masa para cada ensayo.  
 
 
1000
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Figura 1.9. Barrido de esfuerzo representativo de una masa. 
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1.12 Evaluación de calidad de los panes 
 
 1.12.1 Curvas de fermentación 
 
La capacidad de expansión de las masas se determinó mediante la realización de 
curvas de fermentación. De esta manera se estableció el tiempo óptimo de 
fermentación de los panes. Para realizar el ensayo se utilizaron probetas graduadas 
de 500 mL de 5 cm de diámetro. En dichas probetas se colocaron piezas esféricas 
de masa de 50 g preparadas en base a la siguiente formulación: cada 100 g de 
harina se utilizaron 2 g de NaCl, 3 g de levadura prensada, 0,5% y 1% (base harina) 
de los emulsificantes SSL, DATEM y mezcla de SSL:DATEM 1:1. Se agregó la 
cantidad de agua óptima para cada tipo de mezcla (agua farinográfica). Se utilizaron 
2 probetas por cada muestra y los ensayos fueron realizados por duplicado. Las 
mismas se colocaron dentro de una cámara de fermentación Rotar (Britos Hnos., 
Argentina) programada a 30 ºC y se registró el aumento de volumen cada 10 min 
hasta obtener volumen constante. Se graficaron curvas de volumen de crecimiento 
de la masa (mL) en función del tiempo de fermentación (min), para ello se utilizó el 
programa SigmaPlot 9.0. Las curvas fueron ajustadas mediante la ecuación de 
Chapman para 3 parámetros (Ec. 1.18). Se analizaron el volumen máximo 
desarrollado y el tiempo necesario para obtener dicho volumen. Las curvas se 
realizaron por duplicado. 
1000
10000
100000
0.001 0.01 0.1 1 10 100
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a]
Figura 1.10. Barrido de frecuencia representativo de una masa. ? G’, ? G”. 
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Y = a*[1- exp (-bx)] c                         Ec. 1.18 
 
donde: 
Y= variación de volumen de masa (mL)  
x = tiempo de fermentación (min) 
a = volumen máximo ocupado por la masa (mL)  
b = constante de velocidad de aumento de volumen de masa  
Vopt = ¾ a = volumen óptimo (mL) 
topt = tiempo utilizado en alcanzar el volumen óptimo (Vopt) (min) 
c = parámetro relacionado con el punto de inflexión y la forma de la curva  
 
 
1.12.2 Elaboración de los panes 
 
La harina de trigo utilizada fue una harina tipo 000 (Molino Campodónico Ltd.). 
Esta harina es una harina de trigo pan (Triticum aestivum L.) que se utiliza para 
panificación. 
Las piezas de panes fueron elaboradas de acuerdo a la formulación mencionada 
anteriormente (Inciso 1.12.1). El protocolo de amasado y horneado de las piezas fue 
el utilizado por Ribotta y col. (2004) adaptado a nuestras condiciones de laboratorio: 
? Amasado de las masas durante su tiempo óptimo de desarrollo en amasadora 
Keenwood Major (Italia) a una velocidad de 90 rpm.  
? Reposo de 10 min. 
? Laminado de las masas en una laminadora Pastafácil (Argentina) con 0,5 cm de 
luz. 
? Reposo de 10 min. 
? División en piezas de 90 g y bollado de las mismas. 
? Reposo de 10 min. 
? Armado de las piezas de panes en armadora MPZ (Bs. As., Argentina). 
? Fermentación de los panes en fermentadora durante los tiempos obtenidos en las 
curvas de fermentación.   
? Horneado durante 26 minutos a 200 ± 10 ºC en horno Ariston XF 995.3 (Fabiano, 
Materiales y Métodos 
 70
Italia). 
Una vez retirados del horno los panes se dejaron enfriar durante 1 hora a 
temperatura ambiente antes de comenzar los ensayos. 
Se elaboraron 12 piezas de panes por cada panificación y las muestras fueron 
realizadas por duplicado. 
 
 
1.12.3 Volumen de pan 
 
El volumen de las piezas de pan se determinó por desplazamiento de semillas de 
colza en un medidor de volumen (Panvolumenómetro). Los resultados se expresaron 
en términos de volumen específico, el cual se obtuvo dividiendo el volumen de la 
pieza de pan por su peso.   
 
 
1.12.4 Color de la corteza 
 
La determinación del color de la corteza del pan fue llevada a cabo a través de la 
utilización de un colorímetro de superficie Minolta CR 400 Series (Japón) calibrado 
con patrones estándares (Y = 93,2, x = 0,3133, y = 0,3192). Como medida objetiva 
del color se utilizó el sistema CIELab (C.I.E., 1986), que define cada color a partir de 
tres coordenadas: luminosidad (L*) y de cromaticidad colorimétricas (a* y b*). Las 
magnitudes L*, a* y b* son adimensionales y se definen en función del tipo de 
estímulo y del blanco de referencia para tratar de simular a los observadores reales 
(Joshi y Brimelow, 2002). El corte del eje L* con el plano que forman a* y b* es el 
punto acromático. El valor de a* es una medida de la intensidad de color rojo; en el 
desplazamiento sobre el eje a* hacia valores positivos del punto acromático se 
observan los rojos y hacia los valores negativos los verdes. El valor b* es una 
medida de la intensidad de color amarillo; en el desplazamiento sobre el eje b* hacia 
valores positivos del punto acromático se observan los amarillos y hacia los valores 
negativos los azules (Figura 1.11).  
Las mediciones se realizaron según el método 14-22 (AACC, 2000). A cada 
muestra de pan se le efectuaron 20 mediciones de color en la corteza, informándose 
el valor promedio. 
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1.12.5 Alveolado de la miga 
 
La estructura de la miga se puede evaluar a través de medidas de tamaño de 
alveolado, mediante el análisis de imágenes de la miga de pan. La imagen entera es 
fragmentada por un valor gris para crear una imagen binaria, todos los pixeles con 
nivel de gris por encima del umbral se muestran en blanco y por debajo en negro 
(figura binarizada). Se puede generar una imagen binaria óptima por la selección de 
un simple umbral de gris. Los pixeles (puntos de la pantalla del monitor de un 
sistema de PC que se combinan para formar una imagen) con valores de gris más 
bajos que el valor umbral, se consideran objeto (miga de pan) y los valores de gris 
por encima del valor umbral se consideran aire (alveolo). Se puede encontrar 
interactivamente un nivel apropiado de umbral gris, variando el nivel de gris hasta 
que la imagen conserve los rasgos fundamentales de la contraparte monocromática 
(Sapirstein y col., 1994; Tan y col., 1997). 
 
La estructura de la miga se analizó sobre la región central de 2 rodajas (2 cm de 
espesor c/u) de pan y cada rodaja fue escaneada en un scanner HP Scanjet 4070 
Photosmart (EUA). La imagen en formato JPEG se analizó con el analizador de 
Figura 1.11. Representación gráfica del espacio CIELAB. 
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imágenes ImageJ 1.37v (EUA). Se seleccionó manualmente de la parte central de la 
rodaja un área de igual tamaño en todos los panes, que fue representativa de la 
miga total de cada rodaja. La imagen de color se convirtió a imagen de 8-bits y se 
analizó en escala de grises (0 negro, 255 blanco). La segmentación de la imagen 
(conversión a imagen binaria) la realizó el programa por selección automática del 
valor del umbral. Este método de selección del valor umbral representó mejor los 
rasgos fundamentales de las imágenes que la selección de un valor umbral único e 
igual para todas las imágenes, debido a que existen pequeñas diferencias en los 
fondos de cada imagen. La imagen binaria tiene sólo dos niveles de grises: 0 para 
las áreas vacías (negro, alvéolos de aire) y 255 para las paredes de los alvéolos 
(blanco, miga de pan). Se asignó la categoría de objeto (celdas de aire) a aquellas 
zonas de la imagen que tenían una intensidad de gris entre 0 y el valor umbral que 
correspondiera a cada imagen. En la Figura 1.12 se muestra (de izquierda a 
derecha) el escaneo de la rodaja de pan, la selección de la parte central de la miga 
de pan, la transformación a escala de grises y por último la imagen binarizada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Del análisis de las imágenes se obtuvieron los siguientes parámetros: 
? Área media de alveolo, AM: área promedio de los alvéolos. Área de un alveolo = 
número de pixeles que hacen al alveolo multiplicado por el área de un píxel. 
? Número total de alvéolos, N: cantidad de alvéolos por unidad de superficie de 
miga de pan. 
? Fracción de Área, FA: porcentaje del área total que corresponde al área ocupada 
por los alvéolos. Relación entre el área total ocupada por los alvéolos y el área 
total seleccionada. 
 
Figura 1.12. Secuencia del procesamiento de imágenes para el análisis de alveolado de 
la miga. 
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1.12.6 Textura de la miga 
 
La firmeza inicial de la miga se expresó como la fuerza necesaria para comprimir 
una rodaja de pan. Se realizó un ensayo de perfil de textura - TPA en un 
texturómetro TA.XT2i – Stable Micro Systems (Haslemere, Surrey, Inglaterra) sobre 
la miga de las rodajas de pan (2 cm de espesor) mediante un método modificado de 
TPA (40% deformación). Las muestras fueron realizadas por duplicado y se midieron 
al menos 10 rodajas de pan para cada muestra. Los parámetros analizados fueron 
Dureza, Consistencia, Cohesividad y Elasticidad. Estos parámetros fueron 
calculados según lo indicado en el Inciso 1.11.2. La textura de la miga fue medida 
bajo las siguientes condiciones de trabajo:  
• sonda cilíndrica SMS P/25 de acrílico de 25 mm de diámetro para los ensayos. 
La velocidad de la sonda utilizada fue de 0,5 mm/seg. 
• plato inferior con círculos concéntricos para reducir deslizamiento. 
• celda de carga de 25 kg.  
 
 
1.12.7 Humedad de la miga 
 
Se determinó la humedad de la miga por medida del contenido de agua luego de 
calentar la muestra en estufa a 135°C durante 2 hs. según el método AACC 44-19 
(2000).  
 
 
 1.12.8 Estabilidad de los panes frente al almacenamiento 
 
Los panes elaborados se almacenaron a 20 ± 2 ºC para evaluar la estabilidad de 
los mismos. Se midieron los siguientes parámetros a diferentes períodos de 
almacenamiento (0, 1 y 3 días):  
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1.12.8.1 Textura de la miga 
 
Los perfiles de textura se realizaron de acuerdo a lo descrito en el Inciso 1.12.6 a 
las 24 y 72 horas de almacenamiento.  
 
 
1.12.8.2 Retención de agua 
 
La capacidad de retención de agua de los panes almacenados se determinó por 
pérdida de humedad en estufa según lo descrito en el Inciso 1.12.7. 
 
 
1.12.8.3 Retrogradación del almidón 
 
Se evaluó la retrogradación de la amilopectina según lo mencionado en el Inciso 
1.10.2. 
 
 
1.12.8.4 Recristalización de amilosa y amilopectina 
 
Los rayos X son una radiación electromagnética con una longitud de onda típica 
entre 0,1 y 1 nm, longitud comparable a los espaciamientos moleculares en un 
cristal. Cuando un haz de rayos X incide en un cristal, el cual es mantenido en un 
montaje especial que permite la rotación de un cristal con respecto al haz incidente, 
ocurre una difracción. Este es un fenómeno que ocurre cuando una onda 
interacciona con un obstáculo. Los rayos difractados se registran a fin de obtener 
información de la estructura del cristal (Jovanovich, 1997). 
La recristalización de la amilosa y la amilopectina se determinó mediante 
difractometría de Rayos X. Para ello se elaboraron panes con emulsificantes según 
la técnica y se almacenaron a 20 ± 2 ºC para analizar la retrogradación de almidón. 
A diferentes períodos de almacenamiento (0, 1 y 3 días) se colocaron porciones de 
miga en el recipiente de muestra del equipo y se comprimieron 5 min con un émbolo 
de 1000 g. Las muestras se cubrieron con un film de kapton para prevenir la 
deshidratación y se analizaron en un difractómetro X'Pert Pro (PANalytical, Holanda) 
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de polvo equipado con un programa de análisis de datos con monocromador de 
grafito cristalino. El equipo contaba con un generador de rayos X equipado con un 
tubo de cobre que operaba a una tensión de 40 kV y a una corriente de 40 mA. La 
muestra fue irradiada con una radiación monocromática Cu kα a una longitud de 
onda de 0,154 nm. Se realizó un barrido rutinario equivalente a un grado por minuto 
(un paso de 0,025º 2θ y 1 segundo de conteo por paso) en un rango 2θ de 4-40 
grados. 
Las áreas cristalinas y la fracción amorfa se cuantificaron por ajuste de los 
patrones de difracción. El grado total de cristalinidad se determinó mediante la 
relación entre el área total de la fracción cristalina y el área total de la fracción 
cristalina más el área de la fracción amorfa.  
 
 
1.13 Formulación de masas con el agregado de almidón resistente 
 
Las muestras fueron elaboradas en base a la siguiente formulación: cada 100 g 
de mezcla harina-almidón resistente (87,5% de harina + 12,5% de almidón 
resistente) se utilizaron 2 g de NaCl, 0,02 g de ácido ascórbico, 0,00125 g de α-
amilasa, 2,8 g de levadura prensada. Los emulsificantes que se utilizaron fueron el 
estearoil lactilato de sodio (SSL), los ésteres de mono y diglicéridos de ácido diacetil 
tartárico (DATEM) y el monooleato de sorbitan polioxietilenado (polisorbato 80,  
PS80) (DANISCO A/S, Dinamarca) en concentraciones que se muestran en la Tabla 
1.3. Se formuló una masa control sin el agregado de emulsificantes (Mezcla 0). Se 
agregó un 62,7% de agua en todos los casos, cantidad correspondiente a la 
absorción de agua registrada en el farinógrafo para la Mezcla 0. La levadura se 
utilizó sólo en los ensayos de reofermentación y panificación. Los ensayos fueron 
realizados de acuerdo al proyecto de mezcla de tres componentes mostrado en la 
Tabla 1.3 el cual posee tres puntos centrales, para estimar el error puro (Matuda, 
2004). 
Todos los ensayos, a excepción de los de viscoelasticidad y análisis térmico, 
correspondientes a las mezclas de harina de trigo con almidón resistente de maíz, 
fueron realizados en el laboratorio de la Universidad de San Pablo.  
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1.14 Análisis reológico de las masas con almidón resistente 
 
1.14.1 Ensayos Farinográfico y Alveográfico 
 
El ensayo farinográfico fue realizado sobre la masa control (sin el agregado de 
sal) según el procedimiento detallado en el Inciso 1.1.6. El Índice de Tolerancia al 
Mezclado (ITM), que consiste en el decrecimiento de la consistencia de la masa, se 
midió 5 minutos después de alcanzar el tiempo de desarrollo (td). 
El ensayo alveográfico se realizó sobre todas las muestras evaluadas de acuerdo 
al procedimiento descripto en el Inciso 1.1.5.  
 
Tabla 1.3. Cantidades de emulsificantes utilizados en la formulación de las masas de 
acuerdo al planeamiento experimental triangular. X: valores codificados, C: % (p/p) de 
emulsificante.  
 
SSL PS80 DATEM 
Mezcla 
X1 C1(%) X2 C2(%) X3 C3(%) 
0 0 0 0 0 0 0 
1 1 0,5 0 0 0 0 
2 0 0 1 0,5 0 0 
3 0 0 0 0 1 0,5 
4 0,5 0,25 0,5 0,25 0 0 
5 0,5 0,25 0 0 0,5 0,25 
6 0 0 0,5 0,25 0,5 0,25 
7a 0,333 0,167 0,333 0,167 0,333 0,167 
7b 0,333 0,167 0,333 0,167 0,333 0,167 
7c 0,333 0,167 0,333 0,167 0,333 0,167 
 
 
1.14.2 Análisis de Perfil de Textura 
 
Las masas fueron preparadas de acuerdo al procedimiento descripto en la Figura 
1.13 utilizando una amasadora espiral (Supremax, Brasil). Los ensayos fueron 
realizados sobre discos de masa de 4,0 cm de diámetro por 1,0 cm de espesor en 
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un equipo TA-XT2i - Stable Micro Systems (Haslemere, Surrey, Inglaterra).  
Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:  
? sonda cilíndrica SMS P/45 de acero inoxidable de 45 mm de diámetro,  
? plato inferior con círculos concéntricos para reducir deslizamiento. 
? celda de carga de 25 kg. 
Se midieron al menos 15 discos de masa para cada muestra según el 
procedimiento descripto en el Inciso 1.11.2. 
 
 
1.14.3 Evaluación de la Extensión Uniaxial 
 
Las muestras fueron preparadas de acuerdo al procedimiento descripto en la 
Figura 1.13.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mezclado de los ingredientes 
secos (menos la sal) a veloc. 1 
1 minuto
Incorporación de agua y 
mezclado a velocidad 1 
1 minuto
Incorporación de sal. Amasado 
a velocidad 2 
12 min.
Laminado de la masa 
Reposo  
15 minutos
Se estiró la masa hasta 1 cm 
de espesor 
Cortado de piezas con 
sacabocado de 4 cm de diámetro 
Análisis de Perfil de textura 
en texturómetro 
Se colocó una porción de masa 
en el molde del extensómetro y 
se aplicó compresión para 
obtener las tiras de masa 
Reposo a 30ºC  
40 minutos 
Análisis de Extensibilidad de todas 
las tiras posibles en texturómetro
a) b) 
1) 
2) 
3) 
4) 
5) 
Figura 1.13. Esquema de preparación de las masas. a) Extensión uniaxial, b) TPA. 
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Una vez obtenida la masa se colocó una porción de la misma en el molde de 
bloques y fue comprimida para obtener las tiras de masa que luego serían 
evaluadas. Luego de 40 min de reposo a 30 °C las tiras de masa fueron sometidas al 
ensayo de extensión uniaxial en el texturómetro de acuerdo al método de Kieffer 
(SMS, 1995). 
Los parámetros evaluados fueron la máxima resistencia a la extensibilidad (F, 
[N]), la distancia de extensión hasta la ruptura (L, [mm]) y la energía aplicada a la 
masa hasta la ruptura (A, [mm2]). Se midieron al menos 10 tiras de masa para cada 
muestra (Figura 1.14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.14. Curva típica del ensayo uniaxial de masa de pan. F: resistencia de la masa a la 
extensión, L: extensibilidad a la ruptura, A: energía aplicada a la masa hasta la ruptura (Área 
bajo la curva). 
 
 
1.14.4 Ensayos de Viscoelastidad 
 
Este ensayo fue realizado en el Centro de Investigación y Desarrollo en 
Criotecnología de Alimentos (CIDCA). Las masas fueron preparadas en un 
microfarinógrafo Brabender (10 g). Las muestras fueron acondicionadas en el equipo 
y sometidas a los ensayos descriptos en el Inciso 1.11.2.  
 
 
F 
L 
A
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1.14.5 Ensayo de Reofermentación 
 
Las muestras fueron preparadas de acuerdo a lo descripto en los Incisos 1 a 5 de 
la Figura 1.13. Una vez obtenida la masa, se tomó una porción de 250 g, se armó un 
bollo y se colocó en el equipo. El ensayo fue realizado en un Reofermentógrafo 
CHOPIN F3 (Francia), de acuerdo al protocolo CHOPIN (pesa: 2 kg, peso de masa: 
250 g, levadura prensada: 2,8%, duración del ensayo: 3 horas, temperatura de la 
cámara: 28,5°C). Para cada ensayo fueron obtenidas dos curvas: 
 
? Curva de desarrollo de la masa: Indica la altura alcanzada por la masa 
durante el ensayo. Dicha altura es medida a través de un sensor óptico 
(Figura 1.15). 
 
? Curva de retención de gas: Registra la presión de gas producido durante el 
ensayo (Aire + CO2). Esto se logra a través de la conversión de ciclos de 
medida de presión realizada por un circuito neumático. De esta manera es 
posible determinar la cantidad de gas total producido y la cantidad retenida 
por la masa (Figura 1.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.15. Curva típica de desarrollo de masa. Hm: Altura de desarrollo de la masa (mm), 
t1: tiempo correspondiente a Hm (min).  
 
 
 
Hm 
t1 
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Figura 1.16. Curva típica de retención de gas. H'm: Altura máxima de la curva de 
generación de CO2 (mm), t'1: tiempo correspondiente a H'm (min), tx: tiempo en que la masa 
comienza a perder CO2 (min). 
 
 
1.14.6 Comportamiento térmico de las masas 
 
Los cambios de estructura y conformación durante el calentamiento y que influyen 
en la funcionalidad de las proteínas y el almidón, se pueden determinar por el 
estudio de las propiedades térmicas mediante técnicas de calorimetría diferencial de 
barrido (DSC) (Arntfield y col., 1990). 
Se midieron las propiedades de gelatinización y retrogradación del almidón de las 
masas de acuerdo a las técnicas mencionadas en el Inciso 1.10.   
 
 
1.15 Determinación de la calidad panadera de panes enriquecidos 
con fibra 
 
Las masas fueron preparadas según lo descripto en los Incisos 1 a 5 de la Figura 
1.13. Una vez obtenida la masa se fraccionó en dos porciones de 600 g c/u, cada 
porción se pasó por la armadora y se obtuvo una pieza de masa que se colocó en un 
molde para pan (dimensiones: 30,0 x 10,5 x 10,0 cm) previamente untado con 
aceite. Se colocaron ambos moldes en la cámara fermentadora (Degânia, Brasil) y 
H’m 
t’1
tx
P = AIRE + 
CO2 
P = CO2 
P = AIRE 
CO2  CO2 
CO2 
P = 0 P P
P = AIRE 
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se dejó fermentar durante 90 minutos a 32 ºC. Se hornearon en horno (Degânia, 
modelo turbo 4, Brasil) a 180 ºC durante 25 min con la trampa de humedad cerrada y 
5 min con la trampa abierta. Los panes se dejaron enfriar 1 hora a temperatura 
ambiente antes de realizar los ensayos. 
        
  
1.15.1 Volumen específico de pan 
 
El volumen de los panes obtenidos se determinó por desplazamiento de semillas 
de colza utilizando el medidor de volumen CHOPIN (Francia). Los resultados se 
expresaron en términos de volumen específico (volumen pan/masa pan).  
 
 
1.15.2 Determinación de humedad de la miga 
 
Se cortaron pequeñas porciones de miga, se pesaron 2 g y se colocaron en estufa 
a 130 ºC durante 2 h. La humedad de la miga se determinó por medida del contenido 
de agua por diferencia de pesada.  
 
 
1.15.3 Análisis de Firmeza de la miga 
 
Se siguió la metodología descripta en la Norma AACC 74-09 (AACC, 1995). Para 
ello se cortaron rodajas de pan de 25 mm de espesor y se midió la compresión de la 
miga en un texturómetro TA.XT2i - Stable Micro System (Inglaterra). Se trabajó a 
una compresión de 40%. Se utilizó la sonda cilíndrica SMS P/36 de 36 mm de 
diámetro y la velocidad de cabezal fue de 100 mm/min. La Firmeza de la miga se 
expresó como la fuerza máxima de compresión, en N, necesaria para comprimir una 
rodaja de pan. 
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1.16 Análisis estadístico  
 
Se aplicó un análisis ANAVA a los ensayos realizados para comprobar si las 
varianzas eran homogéneas. Para la comparación de medias se empleó el test de 
menor diferencia significativa de Fisher (LSD) a un nivel de significación del 5%. Los 
análisis se realizaron empleando el programa informático Statgraphics Plus 5.1 
(StatPoint Technologies, Inc., Virginia, EUA).  
 
 
1.17 Modelado de Parámetros Reológicos. Modelo cúbico especial 
y superficie de respuesta 
 
El sistema elegido para modelar los parámetros reológicos de las masas 
elaboradas con harina y almidón resistente fue el modelo cúbico especial. Este 
modelo permite reproducir satisfactoriamente los valores de la respuesta en los 
vértices y las aristas de un triángulo, que representan las concentraciones de los 
emulsificantes puros y sus mezclas respectivamente. Así como también permite 
reproducir un punto central que correspondiente a la mezcla ternaria en partes 
iguales (1/3,1/3,1/3). Esta última particularidad es la que lo diferencia del modelo 
cuadrático (De Barros Neto y col., 2007). El modelo se representa mediante la 
ecuación 1.19 (Ec. 1.19)  
 
Y = aX1 + bX2 + cX3 + dX1X2 + eX1X3 + fX2X3 + gX1X2X3              Ec. 1.19 
 
donde: 
  Y = parámetro reológico a evaluar 
  X1 = valor codificado de la concentración de SSL 
  X2 = valor codificado de la concentración de PS80 
  X3 = valor codificado de la concentración de DATEM 
 
 
La metodología de superficies de respuesta (SRM, surface response 
methodology) es una técnica de optimización basada en planeamientos factoriales y 
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es utilizada en el modelado de diversos procesos industriales (De Barros Neto y col., 
2007). En la práctica las superficies de respuesta nos ayudan a prever qué 
condiciones experimentales serán las más favorables. Es por ello que para visualizar 
el efecto de las variables independientes sobre las dependientes se utilizaron 
gráficos de superficie de respuesta. 
  
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 1 
 
 
 
Efecto de los emulsificantes sobre la 
estructura del gluten 
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Se preparó gluten de trigo, en ausencia y presencia de emulsificantes, a partir de 
una harina 000 cuyo contenido de proteína fue de 10,7% (base harina, b.h.), el de 
gluten húmedo 29,8 ± 0,5% (b.h.) y la fuerza alveográfica 301 ± 18 (10-4 J). Se 
estudió el efecto de los emulsificantes en los cambios estructurales de las proteínas 
durante la formación del gluten. 
 Según lo expuesto en los Materiales y Métodos (Inciso 1.3), las muestras fueron 
codificadas como: G para el gluten nativo (control), GS para la muestra de gluten 
con SSL, GD para la muestra con DATEM y GSD para la muestra de gluten con la 
mezcla SSL-DATEM. El nivel de emulsificante se indicó luego de las letras 
codificadas. 
 
 
1.1 Microestructura del gluten 
 
Se ha utilizado la espectroscopia FT-Raman para estudiar los cambios 
conformacionales producidos en el gluten debido a la interacción de las proteínas 
con los emulsificantes.  
Los espectros Raman de las proteínas y polipéptidos exhiben bandas 
características y han sido ampliamente utilizados para su estudio, en especial en 
estos últimos años en la investigación de proteínas constituyentes de alimentos 
(Phillips y col., 1999; Ma y Phillips, 2002; Choi y Ma, 2007). En el estudio 
conformacional se obtiene información de la estructura y disposición espacial del 
esqueleto peptídico (estructura α-hélice, hoja plegada β y estructuras al azar). 
En la Figura 1.1 se observan las bandas características de un espectro Raman de 
una muestra de gluten nativo. La banda correspondiente al estiramiento C-H (2800-
3100 cm-1) está relacionada con los grupos hidrofóbicos de la proteína (Howell y col., 
1999). La región Amida I (1600-1700 cm-1) es un modo vibracional que se origina 
principalmente a partir del estiramiento del enlace C-O y la banda Amida III (1250 
cm-1) se debe a los estiramientos C-N (40%) y N-H (30%). Dichas bandas provienen 
de las vibraciones en el plano del enlace amida y permiten diferenciar, por el 
corrimiento de las frecuencias, los cambios conformacionales en las proteínas 
sometidas a distintas perturbaciones.   
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Los dobletes de tirosina permiten diferenciar los entornos de los residuos de 
tirosina. Cuando los mismos se encuentran ocultos en la estructura proteica, 
aparece una banda intensa en 830 cm-1, y cuando se encuentran expuestos en la 
superficie, se incrementa la intensidad de la banda en 850 cm-1 (Yu y col., 1973; Tu, 
1982; Tu, 1986). 
El triptófano presenta una banda característica a 760 cm-1 y dos bandas 
adicionales a 1582 y 1553 cm-1. La exposición de residuos de triptófano, 
previamente ocultos, como consecuencia de la desnaturalización de las proteínas, 
es evaluada por la disminución de la intensidad de dichos picos (Kitagawa y col., 
1979; Yu y col., 1974; Tu, 1982).  
El enlace disulfuro colabora en la estabilidad de las proteínas, pudiéndose evaluar 
la formación o ruptura de dichos enlaces a través de la intensidad de las bandas 
vibracionales de estiramiento S-S en la región 500-540 cm-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con el fin de estimar los cambios producidos por los emulsificantes, se calculó la 
intensidad normalizada de la banda Amida I (1657 cm-1) cuyos valores se muestran 
en la Figura 1.2. La frecuencia de 1657 cm-1 se corresponde a la conformación α-
hélice. El aumento de la intensidad de esta banda indica la existencia de un mayor 
porcentaje de esta estructura. Bajas concentraciones de SSL (0,25 y 0,5% p/p) 
Figura 1.1. Espectro Raman del gluten nativo. 
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favorecieron la formación de dicha estructura, con un valor máximo a 0,25%. A estos 
niveles, el SSL estaría estructurando la proteína en el gluten (Tu, 1982). A medida 
que aumentó la concentración de SSL la intensidad de la banda Amida I disminuyó. 
Estos resultados indicarían que la concentración 1% de SSL daría lugar a la 
formación de una menor proporción de estructura α-hélice, porque la proteína 
estaría más desplegada y la formación de enlaces puente hidrógeno 
intramoleculares sería menos frecuente (Ferrer y col., 2011). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el sistema gluten-DATEM (GD) se observó un comportamiento diferente, se 
obtuvo una estructura más ordenada a concentraciones de DATEM mayores o igual 
a 0,5%. El incremento en la intensidad de banda Amida I de las muestras GSD no 
fue tan pronunciado como en el caso de los aditivos puros (Figura 1.2), siendo la 
tendencia mostrada por estas muestras similar a la observada en GS. Esto sugiere 
que en la mezcla probablemente exista alguna incompatibilidad entre los 
emulsificantes que conlleva a un menor plegamiento de las proteínas durante la 
formación de gluten. Esta incompatibilidad podría deberse a la diferente estructura 
química de los aditivos. El SSL es un emulsificante que presenta un alto balance 
Figura 1.2. Efecto de los emulsificantes en la intensidad de la banda de Amida I a una 
frecuencia de 1657 cm-1. G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + DATEM, GSD: 
gluten + SSL-DATEM. Números: % p/p de emulsificante.
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hidrofílico-lipofílico (HLB). Su estructura molecular posee una porción hidrofílica 
(extremo polar) y una larga cadena hidrofóbica (extremo no polar). Por el contrario, 
el DATEM es una molécula que interactúa principalmente con las partes hidrofóbicas 
del gluten (Armero y Collar, 1996; Köhler, 2001; Shiau, 2004).  
A fin de obtener una visión más profunda de las modificaciones que ocurren en la 
red de gluten, se llevó a cabo un análisis cuantitativo de la estructura secundaria 
correspondiente a la región Amida I (Tu, 1982). En la Tabla 1.1 se muestran los 
porcentajes de las estructuras secundarias, obtenidos mediante el ajuste de la curva 
de la banda de Amida I. Los emulsificantes aumentaron el contenido de estructura α-
hélice de las proteínas del gluten. Como se mencionó anteriormente, la adición de 
0,25% p/p de SSL (GS0,25) favoreció la formación de estructura α-hélice en el 
gluten nativo (G), con una consecuente disminución del porcentaje de estructuras 
tales como giro β (β-turn) y lámina plegada β (β-sheet). Estos resultados sugieren 
que la presencia de SSL durante la formación de gluten favoreció un incremento del 
orden en la estructura secundaria de las proteínas, coincidente con la tendencia 
observada para la intensidad de la banda Amida I (Figura 1.2). El DATEM también 
favoreció la formación de estructura α-hélice y la disminución en la proporción de 
giros β (Tabla 1.1), principalmente en niveles iguales o superiores a 0,5% p/p (GD0,5 
y GD1). 
 
Tabla 1.1. Determinación de porcentaje de estructuras secundarias mediante FT-Raman. G: 
gluten nativo (control), GS: gluten-SSL, GD: gluten-DATEM, GSD: gluten-SSL-DATEM. 
Números: % p/p de emulsificante. 
 
nd: no detectado 
 
 β-
Antiparalela 
(1675–1695 
 cm-1) 
Giro β 
(1666–1673 
 cm-1) 
α-Hélice  
(1650–1658 
 cm-1) 
Estructura al 
azar  
(1637–1645 
 cm-1) 
Hélice 
Solvatada   
(1625–1637 
 cm-1) 
Lámina 
plegada β  
(1613–1625 
 cm-1) 
G 2,59 23,48 40,09 7,24 9,10 17,42 
GS0,25 8,65 6,82 68,53 nd 9,42 6,56 
GS0,5 16,72 9,34 55,97 nd 3,83 14,35 
GS1 15,79 9,23 53,76 nd 5,43 15,69 
GD0,25 21,19 18,10 42,99 nd 10,56 7,13 
GD0,5 11,37 11,65 54,98 nd 11,99 10,0 
GD1 10,37 11,64 53,13 nd 11,86 13,0 
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También se observó en GD una disminución en la proporción de estructura lámina 
plegada β y un aumento en β-antiparalela. El porcentaje de área de la banda de 
1630 cm-1, que está asociado a cadenas de segmento corto interconectadas con 
segmentos de α-hélice (hélice solvatada) (Murayama y Tomida, 2004), mostró un 
ligero aumento. Este incremento es coincidente con el aumento de proporción de la 
estructura α-hélice y en consecuencia, con el plegamiento de las proteínas de gluten 
y la tendencia de las mismas a experimentar cambios conformacionales hacia una 
estructura más ordenada. 
 Para el sistema gluten-SSL-DATEM (GSD) no fue posible realizar un buen ajuste 
de los espectros Raman. Por otra parte, en todos los espectros GSD la banda de 
aproximadamente 933 cm-1, atribuible a las vibraciones del esqueleto C-C de esta 
conformación, aumentó su intensidad (datos no mostrados), confirmando así el 
incremento del contenido de α-hélice. 
Tu (1982) sugirió que la relación entre la intensidad de las vibraciones del anillo 
de tirosina situado a 850 y 830 cm-1 (I850/830) revela el grado de exposición de estos 
residuos. Cuando los residuos de tirosina están expuestos, tal como se indicó 
previamente, la banda de 850 cm-1 se hace más intensa con respecto a la de 830 
cm-1. También se ha establecido que el doblete deriva de la resonancia de Fermi, y 
que el cociente de dicha intensidad es un buen indicador de la naturaleza del enlace 
hidrógeno o del estado de ionización del grupo hidroxilo del fenol. Para las muestras 
GS, concentraciones bajas de emulsificante (0,25% p/p) provocaron, respecto a G, 
una disminución en la relación I850/830 (Figura 1.3), indicando el ocultamiento de los 
grupos de tirosina y confirmando el plegamiento de las proteínas inferido de los 
resultados de porcentaje de estructura secundaria (Tabla 1.1). Por otro lado, el 
agregado de SSL al 1% (GS1) produjo un aumento en la relación I850/830, en 
comparación con el gluten control (G) (Figura 1.3). El valor obtenido para esta 
muestra fue superior a 1,5; dicho valor se correlaciona con la forma disociada -O- del 
grupo fenol de la tirosina (Carey, 1982). Una proporción inusual tan elevada en la 
intensidad podría deberse a la interacción SSL-proteína (iónica o hidrofóbica), 
afectando la interacción proteína-proteína durante la formación del gluten, 
favoreciendo el desorden molecular. 
 Todas las muestras GD mostraron una relación I850/830 inferior a la de la muestra 
control (G), no observándose diferencias entre los distintos niveles del emulsificante, 
lo cual sugiere un ordenamiento proteico con bajo grado de exposición de grupos 
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tirosina (Figura 1.3). Las muestras de gluten preparadas con la mezcla gluten-SSL-
DATEM (GSD) presentaron un comportamiento similar al observado para las 
muestras GS. Además, GSD al 1% mostró el mayor valor de I850/830  (Figura 1.3), 
este valor podría atribuirse a que el DATEM potenció la exposición de tirosina 
producida por el SSL en las proteínas del gluten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las modificaciones en la banda característica del triptófano (760 cm-1) también se 
relacionan, como se indicó anteriormente, con los cambios conformacionales de las 
proteínas. La intensidad de las bandas del triptófano está íntimamente relacionada 
con la hidrofobicidad del entorno del anillo del indol (Fleury y col., 1997). Altos 
valores de intensidad de este parámetro indican que el triptófano se encuentra 
oculto. En general, la adición de emulsificantes causó un aumento en la intensidad 
de esta banda. Los resultados obtenidos sugieren que en presencia de estos 
aditivos, los residuos de triptófano pasaron de estar medianamente expuestos 
(gluten control) a ocultarse (muestra gluten-emulsificante) en un entorno hidrofóbico, 
siendo la muestra GD al 0,5% la que mayor valor de la intensidad mostró (Figura 
1.4). 
Figura 1.3. Efecto de los emulsificantes en la intensidad relativa del doblete de Tirosina. 
G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + DATEM, GSD: gluten + SSL-DATEM. 
Números: % p/p de emulsificante. 
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Algunas de las bandas laterales de la cadena de proteínas proporcionan 
información acerca de las conformaciones de las cadenas vecinas o del entorno que 
las rodea. El análisis de las bandas asociadas al movimiento vibracional 
perteneciente al estiramiento S-S (región 450-550 cm-1), proporciona información 
acerca de los puentes disulfuro (S-S). Se han asociado tres modos vibracionales 
relacionados con estos puentes: la conformación gauche-gauche-gauche (g-g-g), la 
gauche-gauche-trans (g-g-t) y la trans-gauche-trans (t-g-t) (Tu, 1982). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
La Tabla 1.2 muestra las frecuencias correspondientes a las vibraciones del 
estiramiento de los puentes disulfuro. En el gluten control (G) las bandas asociadas 
a estos modos de vibración se encuentran en 534 cm-1 (t-g-t) y 503 cm-1 (g-g-g). La 
banda g-g-g fue la más intensa (datos no mostrados) y mostró la conformación más 
estable. La adición de SSL a 0,25% p/p (Tabla 1.2, GS0,25), provocó la aparición de 
tres bandas a 533, 514 y 497 cm-1. La primera banda está asociada a la 
conformación t-g-t, mientras que las dos últimas corresponden a la g-g-g. Las 
bandas asociadas a la conformación g-g-g estarían relacionadas con dos tipos de 
configuración S-S: una intracatenaria (de menor frecuencia, con puentes S-S más 
Figura 1.4. Efecto de los emulsificantes en la intensidad relativa de la banda del 
Triptófano. G: gluten control, GS: SSL-gluten, GD: DATEM-gluten, GSD: SSL-DATEM-
gluten. Número: % de emulsificante. 
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largos) y otra intercatenaria (de mayor frecuencia, con puentes S-S más cortos) (Yu 
y col., 1972) (Tabla 1.2). Con una mayor cantidad de SSL (GS0,5), también se 
observó el desdoblamiento de la banda asociada a la conformación g-g-g. De la 
misma manera, cuando el contenido de SSL fue superior a 0,25% p/p (GS0,5 y GS1) 
aparecieron nuevas bandas en la región g-g-t, esto sugiere cambios en la 
conformación de los puentes disulfuro (Tabla 1.2). La desaparición de estas bandas, 
junto con el desdoblamiento de la banda correspondiente a la conformación g-g-g 
sugiere un fenómeno de mayor plegamiento proteico. En todas las muestras con 
DATEM (GD), las tres conformaciones estuvieron presentes, incluyendo el 
desdoblamiento de las bandas en la región g-g-g. Para las mezclas SSL-DATEM 
(GSD) también se observaron las conformaciones g-g-g y t-g-t, y además para la 
muestra GSD1 (0,5% p/p de cada emulsificante) se observó una banda asociada a 
la conformación g-g-t (Tabla 1.2). 
 
 
 
 
 
 
 t-g-t 
(535-545 cm-1) 
g-g-t 
(515-525 cm-1) 
g-g-g 
(470-515 cm-1) 
G 534 - 503 
GS0,25 533 - 514, 497 
GS0,5 543 526 515, 501 
GS1 540 527, 520 513 
GD0,25 540 526 508, 498 
GD0,5 534 525 514, 500 
GD1 542 523 514, 500 
GSD0,25 541 - 513, 500 
GSD0,5 537 - 513, 500 
GSD1 538 522 509, 501 
 
 
 En la Tabla 1.3 pueden observarse los porcentajes relevantes correspondientes a 
la región del estiramiento C-H para los distintos aminoácidos. Esta región (2800-
3100 cm-1) está generalmente relacionada con los grupos hidrófobicos. Los 
principales cambios están asociados fundamentalmente a las bandas relacionadas 
Tabla 1.2. Vibraciones del estiramiento S-S en la región 470-550 cm-1. G: gluten nativo 
(control), GS: gluten-SSL, GD: gluten-DATEM, GSD: gluten-SSL-DATEM. Números: % 
p/p de emulsificante. 
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con el entorno del grupo tirosina entre otros aminoácidos (2934-2950 cm-1), 
principalmente aquellos que contienen grupos OH. Bajos porcentajes de área de 
esta banda se corresponden con un mayor ordenamiento de la molécula de proteína. 
Los mayores cambios en el estiramiento C-H se observaron especialmente en las 
muestras GS. La banda correspondiente a 2935 cm-1 se dividió en dos componentes 
situados a 2939 y 2950 cm-1. El porcentaje de área total (la suma de las áreas de 
ambas bandas) calculado para la muestra GS0,25 (20,3%) fue el menor valor 
obtenido de las tres concentraciones evaluadas. Este valor muestra que a dicha 
concentración la estructura de la proteína se encuentra más replegada. Estos 
resultados siguen la misma tendencia que los valores obtenidos para la relación 
I850/830 mostrada en la Figura 1.3 (Howel y col., 1999).  
 
Tabla 1.3. Porcentajes relevantes de los corrimientos Raman de los aminoácidos 
relacionados a las bandas asociadas a las proteínas en la región del estiramiento C-H. G: 
gluten nativo (control), GS: gluten-SSL, GD: gluten-DATEM, GSD: gluten-SSL-DATEM. 
Números: % p/p de emulsificante. 
 
Aminoácidos 
asignados 
G GS 
0,25 
GS 
0,5 
GS 
1 
GD 
0,25 
GD 
0,5 
GD 
1 
GSD 
0,25 
GSD 
0,5 
GSD 
1 
10,6 4,9 9,3 18,7 6,5 22,8 3,7 10,4 2,6 11,1 2874-2879 cm-1 
His, Leu, Lys, 
Ile, Val    7,4  5,9    7,8  
1,4 4,5 8,9 4,3 6,8 - 10,1 13,7 5,5 1,6 2889-2897 cm-1 
Thr, Pro  
12,8 7,3  3,8       
37,0 2,8 15,3 8,7 18 25,8 9,8 20,4 29,7 14,2 2934-2950 cm-1 
Met , Trp, Arg, 
Cystine, Leu , 
Lys, Ile, Phe, 
Tyr, Glu, Thr, 
Val, Pro, His 
Asp, Asn  
 17,5 11,7 23,6   8,1    
 
 
En los sistemas gluten-DATEM sólo la muestra GD1 presentó una división de la 
banda con una contribución prácticamente igual de ambas bandas (9,8% y 8,1%) 
(Tabla 1.3). No se observó una división de banda en las muestras de gluten-SSL-
DATEM (GSD), y el mayor porcentaje de contribución de área fue obtenido en la 
muestra de 0,25% p/p SSL-0.25% p/p DATEM (GSD0,5). La banda principal de 
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proteína cercana a 2940 cm-1 (región 2934-2950 cm-1) anteriormente mencionada, 
fue relacionada con los aminoácidos aromáticos y alifáticos, con los aminoácidos 
cargados y con la prolina, treonina e histidina (Howell y col., 1999). La presencia de 
dos contribuciones en esta región podría ser atribuida a las distintas interacciones 
que se establecen entre los diferentes aminoácidos y los emulsificantes y/o a la 
participación de los mismos en las nuevas estructuras formadas. 
La disminución en la intensidad I850/830 asociada a la tirosina en las muestras GD 
fue independiente de la concentración de emulsificante (Figura 1.3). Este 
comportamiento, junto con la ausencia de división de bandas en la región 2934-2950 
cm-1 para las muestras GD0,25 y GD0,5 (Tabla 1.3) podría estar relacionado con el 
hecho de que los aminoácidos que contribuyen a esta banda no participan en la 
interacción proteína-DATEM. 
También se observaron diferencias apreciables en las bandas cercanas a 2880 y 
2900 cm-1 (Tabla 1.3). Para las muestras de gluten con SSL (GS) se observó la 
misma tendencia que el gluten control (G) (2 contribuciones), con la excepción de 
GS0,5. En todas las demás muestras (GD y GSD) sólo se observó una sola 
contribución, a excepción de GD0,5 (la muestra con DATEM con mayor contenido de 
α-hélice) que no presentó contribución en esta región. Este comportamiento se 
correlacionaría con la manera en que los aminoácidos cargados (prolina y treonina) 
contribuyen a los cambios en la estructura de las proteínas del gluten.  
Como se hizo mención en la Introducción de esta tesis, el SSL es una molécula 
iónica formada por la unión éster entre el ácido esteárico y el lactilato de sodio, 
mientras que el DATEM tiene un esqueleto de glicerol con ácido esteárico unido al 
C1 y un ácido diacetil tartárico al C3 (Introducción General, Figuras 2 y 3). No 
obstante, el SSL se considera un emulsificante menos hidrofóbico que el DATEM, 
deducido de su balance hidrofílico-lipofílico (HLB). Armero y Collar (1996) informaron 
valores de HLB, de 21 y 9,2 para SSL y DATEM, respectivamente. Shiau (2004) y 
Köhler (2001) propusieron para el DATEM valores de HLB entre 11 y 9,2, 
respectivamente. La cadena polar hidrofílica (lactilato de sodio) del SSL permite que 
este emulsificante interactúe con las proteínas del gluten a través de enlaces 
iónicos, produciendo la aglomeración del gluten y el reforzamiento de la estructura 
de la masa durante la cocción del pan (Boutte y Skogerson, 2004). El DATEM a 
pesar de poseer otro residuo polar (residuo del ácido diacetil tartárico), funciona de 
manera cooperativa con las proteínas del gluten y los lípidos de la harina en la 
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interfase aire/agua mejorando la capacidad de retención de gas de la masa. Estas 
interacciones podrían llevarse a cabo principalmente a través de interacciones 
hidrofóbicas mediante los sitios hidrofóbicos de la molécula de emulsificante (Gaupp 
y Adams, 2004).  
Los resultados obtenidos por espectroscopía sugieren que para los sistemas con 
SSL, las interacciones que se producen involucran principalmente a los aminoácidos 
con grupos OH o con residuos cargados (Tabla 1.3). El desdoblamiento asociado a 
la conformación g-g-g permite asumir la formación de enlaces disulfuro (inter e 
intracatenarios) que participarían en la estabilización de la estructura del gluten. 
Para los sistemas con DATEM, a excepción de las muestra GD1, los residuos 
aminoacídicos pertenecientes a la región 2934-2950 cm-1 actuarían de manera 
conjunta, sin experimentar diferenciación. Este comportamiento sugiere que no 
estarían directamente involucrados en la estabilización de la estructura proteica. Por 
otra parte, en estos sistemas los puentes disulfuro involucrados presentarían 
mayoritariamente las conformaciones g-g-g y g-g-t. 
En virtud de que no existen resultados previos relacionados con cambios 
conformacionales en la estructura del gluten por la adición de emulsificantes a la 
harina, resulta dificultoso el análisis y la obtención de datos concluyentes. Por ello, 
podemos establecer que, como sugerimos anteriormente, las diferencias entre 
ambos emulsificantes podrían estar relacionadas con la capacidad del DATEM para 
interactuar principalmente a través de uniones hidrofóbicas y/o enlaces puente 
hidrógeno en contraste con las interacciones iónicas que el SSL es capaz de 
establecer con las moléculas de proteínas.  
 
 
1.2 Agregados proteicos de gluten  
 
Los cambios conformacionales detectados en la estructura secundaria de las 
proteínas de gluten, como consecuencia de la presencia de emulsificantes, es muy 
probable que produzcan cambios estructurales en la matriz, modificando su 
conformación. En consecuencia, resulta interesante analizar el tipo de agregados o 
moléculas proteicas presentes en la estructura del gluten. La electroforesis SDS-
PAGE permite separar las proteínas por tamaño molecular (Shewry y Lookhart, 
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2003). De acuerdo a su movilidad en electroforesis A-PAGE (acid PAGE), las 
gliadinas pueden dividirse en cuatro grupos: las α-gliadinas (mayor movilidad) y las 
β, γ y ω-gliadinas (menor movilidad). Las gluteninas se clasifican de acuerdo a su 
movilidad electroforética en SDS-PAGE, luego de la reducción de los puentes 
disulfuro, en cuatro grupos. El grupo A (A-type, 80-120 kD) correspondiente a las 
HMW-GT (Payne y Corfield, 1979). Los grupos B (B-type, 42-51 kD) y C (C-type, 30-
40 kD) son LMW-GT que se asemejan en su secuenciación a las γ y α-gliadinas 
(Introducción, Proteínas de trigo). Finalmente el grupo D (D-type) también pertenece 
a las LMW-GT, es altamente acídico y se ha encontrado que deriva de las ω-
gliadinas (Jackson y col., 1983; Masci y col., 1993; Gianibelli y col., 2001).  
En una SDS-PAGE se observan las gluteninas de alta masa molecular (HMW-GT, 
70-100 kD), luego las ω-gliadinas (ω-GD, 50-65 kD) y por último y en forma conjunta 
las gluteninas de baja masa molecular (LMW-GT, 30-40 kD) y las α-, β- y γ-gliadinas 
(α-, β- y γ-GD, 33-40 kD) (Brandlard y Dardevet, 1985a,b; Kruger y col., 1988; Kruger 
y Marchylo, 1990; Gianibelli y col., 2001).    
Se analizaron las proteínas presentes en un extracto total, para lo cual las mismas 
fueron extraídas de las muestras de gluten con buffer Tris-base 0,0625M (pH 10) en 
ausencia de agente desnaturalizante (SDS), para evitar disociar la posible 
interacción proteína-emulsificante. Los extractos se analizaron por SDS-PAGE. 
El SSL en todas sus concentraciones favoreció la extracción de las proteínas de 
gluten ya que, a iguales condiciones de extracción, se observó mayor intensidad en 
las bandas obtenidas (Figura 1.4). Asimismo se observó para las muestras con SSL 
(GS) la presencia de agregados solubles de alta masa molecular (>100 kD) (Figura 
1.4, flecha). Los extractos de gluten con DATEM (GD) y con SSL-DATEM (GSD), a 
todas sus concentraciones, mostraron muy baja proporción de dichos agregados. 
Los agregados de alta masa molecular podrían estar formados por ω-gliadinas (50-
65 kD) y/o gluteninas de alta masa molecular (HMW-GT) (> 70 kD) (Figura 1.4) 
(Bietz y Wall, 1980; Masci y col., 1993; Thomson y col., 1999; Gianibelli y col., 2001). 
Todos los perfiles mostraron la presencia combinada de las fracciones de 
gliadinas α, β, y γ-GD (33-40 kD) y de gluteninas de baja masa molecular LMW-GT 
(30-40 kD), así como también de la fracción de ω-gliadinas (ω-GD, 50-65 kD), 
observándose una baja proporción de las mismas en el gluten control (G). Una 
mayor proporción de estas proteínas fue obtenida en las muestras GS, en 
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comparación con G, GD y GSD. El gluten con SSL presentó también una mayor 
proporción de las bandas de masa molecular de 52,5 ± 0,3 kD; 37,8 ± 0,5 kD y 34,2 
± 0,2 kD (Figura 1.4). 
El contenido de proteínas (µg/mL) de los extractos proteicos fue de 150,3 ± 0,8; 
530,1 ± 3,0; 514,2 ± 0,7 y 503,2 ± 2,6 para G, GS1, GD1 y GSD1, respectivamente. 
Estos resultados sugieren que existen diferencias significativas (p ≤ 0,05) en la 
extracción de las proteínas, entre las muestras preparadas con los emulsificantes y 
G. En dichas muestras se extrajo mayor cantidad de proteína, siendo la muestra 
GS1 la que presentó el mayor valor. Estos resultados son coincidentes con la mayor 
cantidad de agregados solubilizados en las muestras SSL-gluten (Figura 1.4). 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados obtenidos sugieren que los emulsificantes interaccionan de 
manera diferente con las proteínas del gluten, con predominio de uniones de distinta 
naturaleza. Moléculas más hidrofóbicas como el DATEM interactuarían con las 
proteínas principalmente mediante uniones hidrofóbicas, estables en ausencia de 
agentes disociantes. Moléculas un poco más hidrofílicas como el SSL también se 
unirían a las proteínas del gluten con su extremo polar mediante uniones iónicas, 
Figura 1.4. SDS-PAGE. Gluten liofilizado control (G) y con diferentes contenidos de SSL 
(GS), DATEM (GD) y la mezcla de ambos aditivos SSL-DATEM (GSD). LMW: patrón de 
proteínas de baja masa molecular. Números en cada calle: % p/p emulisificante. 
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disociables en un medio Tris-base, favoreciendo la disociación de agregados de la 
matriz. 
 
 
1.3 Composición polipeptídica de agregados proteicos de gluten  
 
Con la finalidad de dilucidar qué tipo de proteínas estaban conformando los 
agregados, se realizó una electroforesis bidimensional de los extractos de gluten. En 
la primera dimensión las proteínas se separaron de acuerdo a su peso molecular, 
luego cada una de las calles que componía el gel fue tratada con un buffer que 
contenía los agentes desnaturalizantes (SDS) y reductores (2-mercaptoetanol). Las 
proteínas reducidas se corrieron nuevamente por SDS-PAGE (segunda dimensión). 
El agregado de SDS y 2-mercaptoetanol provocó la disociación de los agregados de 
alta masa molecular y las proteínas que formaban parte de dichos agregados fueron 
identificadas. En esta electroforesis, todos los puntos que aparecen sobre la 
diagonal indican la presencia de polipéptidos monoméricos. Los que se ubican 
debajo de la diagonal, como consecuencia del tratamiento reductor, serían 
subunidades que estaban unidas entre sí por puentes disulfuro (Figura 1.5). 
En la Figura 1.5 se puede observar que todas las muestras presentaron 
polipéptidos monoméricos de 67, 52, 35, 33, 25, 20, 17 y 12 kD.   
Los agregados solubles de alta masa molecular (>97 kD) estarían formados por 
monómeros de peso molecular entre 36 y 70 kD (Figura 1.4, flecha). El gluten control 
(G) presentó agregados de alta masa molecular formados por monómeros de 67, 65, 
61 y 47 kD. A diferencia de G, los agregados del gluten con SSL (GS) presentaron 
además polipéptidos monoméricos de 40 y 36 kD (Figura 1.5). Los extractos de GS1 
presentaron alto contenido de agregados de alta masa molecular, estos resultados 
son coincidentes con los mostrados en la Figura 1.4.  
Comparado con G, el emulsificante SSL indujo la extracción de mayor proporción 
de monómeros de 52, 35, 25 y 20 kD, y menor cantidad de polipéptidos de 17 y 12 
kD. El SSL disociaría o no permitiría la formación de grandes agregados insolubles, 
por lo tanto, estos polímeros serían capaces de solubilizarse en el buffer de 
extracción. Al mismo tiempo, debido a la menor cantidad extraída, con respecto a G, 
de los polipéptidos de 12 y 17 kD, el SSL induciría la asociación de los mismos. La 
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interacción principalmente mediante uniones iónicas e hidrofóbicas entre el SSL y 
las HMW-GT interferiría en la unión entre estas proteínas durante la formación de 
gluten, dando como resultado la formación de una red de gluten más débil, con 
mayor contenido de polímeros solubles.  
El perfil electroforético obtenido para las muestras de gluten preparado con 1% de 
DATEM (GD1) fue similar al observado para G y GS1, sin embargo se observa una 
mayor proporción de péptidos de 67, 52, 35, 20, 17 y 12 kD (Figura 1.5). Los 
agregados de alta masa molecular en este caso están formados principalmente por 
la proteína de 67 kD (Figura 1.5, flecha). El gluten preparado con la mezcla de 
ambos emulsificantes (GSD1) presentó un comportamiento intermedio entre GS1 y 
GD1 (Figura 1.5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   40    36 
Figura 1.5. Electroforesis Bidimensional. G: gluten control, GS1: gluten + SSL, GD1: 
gluten + DATEM, GSD1: gluten + SSL-DATEM. Número: % p/p emulisificante. 
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En virtud de analizar mejor los agregados proteicos solubles presentes en las 
diferentes muestras de gluten, se realizó con los extractos una electroforesis 
multistacking (MS-SDS-PAGE). Esta técnica tiene como fin separar los agregados 
proteicos que quedan retenidos en los geles stacking (4, 6, 8, 10 y 12%) y en el gel 
continuo de 14% según su masa molecular (Huang y Khan, 1997). Luego de esta 
separación, los polímeros retenidos en los distintos stackings son tratados con SDS 
y β-mercaptoetanol con la finalidad de romper las uniones no covalentes y los 
puentes disulfuro (Huang y Khan, 1997), para luego analizar los monómeros que 
formaban la estructura de dichos polímeros. 
Resulta importante aclarar que para esta técnica es necesario extraer en la 
primera etapa una gran cantidad de proteínas, para asegurar tener la cantidad de 
proteína adecuada en la última fase de siembra (40 µg/10 µL); por lo que se decidió 
extraer los agregados proteicos en presencia de SDS. Por lo que los agregados 
extraídos para analizar por MS-SDS-PAGE son de naturaleza diferente a los 
agregados extraídos en ausencia de SDS. Este agente desnaturalizante rompe 
uniones no covalentes (principalmente hidrofóbicas), por lo que las proteínas 
extraídas estarán unidas principalmente por uniones puente disulfuro. En una 
segunda etapa, las muestras son tratadas con el mismo buffer que contiene 2-
mercaptoetanol, por lo que la mayor parte de los puentes disulfuro, de estos 
agregados previamente disociados por SDS, se reducirán. 
La Figura 1.6 muestra el perfil MS-SDS-PAGE para las muestras G, GS1 y GD1. 
Cada stacking contiene los monómeros que formaban parte de los polímeros 
proteicos extraídos inicialmente con SDS. Con el objetivo de facilitar su 
interpretación se dividieron los diferentes stackings en tres zonas: zona 1 (4, 6, 8 y 
10%), zona 2 (12%) y zona 3 (14%). Cada zona presentó un perfil de separación 
polipeptídica similar entre sí. 
Los agregados de alta masa molecular, retenidos en la zona 1 presentaron 
subunidades entre 35 y 105 kD (Figura 1.6). En tanto que aquellos retenidos en los 
stackings de 4, 6 y 8% contenían subunidades de 105, 98 y 85 kD (Figura 1.6, 
flechas rojas), y subunidades de menor masa molecular (64, 46, 44 y 35 kD) (Figura 
1.6, flechas azules).  
Del gluten control (G) se extrajo una baja proporción de proteínas de alta masa 
molecular (4 y 6%) y una mayor proporción de polipéptidos de tamaño intermedio 
(8%), especialmente de menor tamaño (10%). Este comportamiento indica que los 
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polímeros grandes quedaron insolubles estabilizando la matriz de gluten. 
El agregado de SSL y DATEM al 1% p/p a la muestra formó un gluten de cuya 
matriz pudieron extraerse una gran cantidad (mayor que de G) de polipéptidos de 
alta masa molecular retenidos en los stackings de 4, 6 y 8%, siendo mayor la 
proporción para GS1. Este comportamiento puede atribuirse a que en presencia de 
SDS se romperían las uniones hidrofóbicas y puentes hidrógeno que unían los 
emulsificantes a las proteínas del gluten, o este emulsificante impediría la formación 
de polímeros de gran tamaño, dejando la matriz más lábil y provocando así una 
mayor extracción de proteínas. Estos agregados estaban compuestos 
principalmente por péptidos de 35 y 40 kD y en menor proporción por subunidades 
de 60, 80, 97 y 103 kD. Se extrajo en G y GD1, en comparación con GS1, una 
mayor proporción de agregados de tamaño medio (10%), con un predominio en el 
primer caso (G y GD1) de la subunidad de 40 kD y en GS1 de la de 35 kD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 1.6. Electroforesis Multistacking. G: gluten control. GS: gluten + SSL. GD: gluten + 
DATEM. Número: % p/p emulisificante. LMW: patrón de proteínas de baja masa molecular. 
Zona 1: stackings 4, 6, 8 y 10%. Zona 2: stacking 12%. Zona 3: continuo14%. 
a) KD 
97 
66 
45 
30 
20,1 
14,4 
LMW   4%  6%   8%    10%   12%   14%14
KD 
G
Zona 
1 
Zona 
2 
Zona 
3 
b) 
LMW  4%   6%   8%  10% 12% 14%
KD 
97 
66 
45 
30 
20,1 
14,4 
 
 
GS1
Zona 
1 
Zona 
2 
Zona 
3 
c) 
LMW   4%  6%  8%  10% 12% 14% 
Zona 
1 
Zona 
2 
Zona 
3 
GD1 
Resultados - Capítulo 1 
 103
El perfil de la zona 2 también resultó diferente para las distintas muestras. Para la 
muestra G, las proteínas retenidas en el stacking 12% estaban formadas por 
subunidades de 35 kD y en mayor proporción por polipéptidos de 42 y 52 kD (Figura 
1.6, flecha verde); ésta última ausente en los polímeros grandes (< 12%). Este tipo 
de polipéptido de 52 kD, ausente en dichos polímeros, correspondería a 
subunidades de ω-gliadinas (ω-GD, 50-65 kD) o LMW-GT (D-Type) (Brandlard y 
Dardevet, 1985a,b; Gianibelli y col., 2001; Shewry y Lookhart, 2003). 
La muestra GS1 presentó un perfil de zona 2 (12%) con predominio de la 
subunidad 35 kD, sugiriendo que los polímeros pequeños de gluten formados en 
presencia de SSL son de distinta naturaleza que los polímeros de G. El perfil 
monomérico de los polímeros de la zona 2 de la muestra GD1 resultó similar al de 
GS1, sugiriendo que los emulsificantes se unen en cierta forma de modo equivalente 
a algunas de las proteínas, quizá debido a la similitud estructural de una parte de la 
molécula (cola hidrofóbica) de ambos aditivos. 
Los perfiles de la zona 3 (14%) resultaron similares para todas las muestras de 
gluten, sugiriendo que en este gel quedan retenidos los monómeros libres de baja 
masa molecular (<45 kD) que no estarían comprometidos en la formación de 
oligomeros y/o agregados (Figura 1.6). Estos monómeros corresponderían a 
fracciones LMW-GT (C-type, 30-40 kD) y a las α, β y γ-gliadinas (35-45 kD) 
(Brandlard y Dardevet, 1985a y b; Gianibelli y col., 2001). 
 
Las diferencias en el tipo de polipéptidos que pueden ser extraídos del gluten en 
presencia o ausencia de SSL o DATEM afectaría el contenido de sulfhidrilos libres 
(SHL) de las proteínas solubles. En la Tabla 1.4 se observa que el valor de SHL de 
las proteínas del gluten control (G) fue superior a los valores observados para las 
muestras de gluten con el agregado de 1% de emulsificante (GS1, GD1, GSD1).  
Para la muestra G se extrajo una menor cantidad de proteínas, pero esas 
proteínas presentaron una mayor proporción de SHL. Por otra parte, las proteínas 
extraídas de las muestras de gluten con los emulsificantes presentaron menor 
contenido de SHL, principalmente la muestra GD1; probablemente debido a que la 
proteína que se solubilizó contenía menor proporción de SHL, o a que se produjo un 
mayor intercambio SH/S-S entre las moléculas de las proteínas de gluten mediado 
por el DATEM. 
 
Resultados - Capítulo 1 
 104
Tabla 1.4. Solubilidad de proteína (S) y sulfhidrilos libres (SHL) de las diferentes muestras de 
gluten. G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + DATEM, GSD: gluten + SSL-
DATEM. Número: % p/p emulisificante. 
 
 G GS1 GD1 GSD1 
S (mg/mL) 1,96a 2,16b 2,13b 2,35c 
SHL (µmol/g proteína soluble) 4,06a 3,56b 2,86c 3,45b 
Letras distintas en la misma fila indican que existen diferencias significativas (p ≤ 0,05). 
 
 
La mayor cantidad de proteína extraída en las muestras que contienen 
emulsificantes, previamente observado para los extractos totales, indicaría que 
dichos aditivos formarían una matriz de gluten más lábil que permitiría extraer mayor 
cantidad de dichas proteínas. Estos resultados sugieren que se formarían redes de 
gluten con diferentes estructuras dependiendo también de la naturaleza del 
emulsificante.  
 
 
 
1.4 Gliadinas y Gluteninas presentes en el gluten 
 
El análisis por RP-HPLC se llevó a cabo para determinar si alguna de las 
fracciones proteicas del gluten, gliadinas o gluteninas, sufrieron cambios 
conformacionales que cambiarán su hidrofobicidad como consecuencia de la 
interacción con los emulsificantes, que teóricamente, sería de naturaleza hidrofóbica.  
La Figura 1.7 muestra los cromatogramas RP-HPLC de las fracciones 
enriquecidas en gliadinas y gluteninas extraídas del gluten control liofilizado (DO210 
vs tretención). En el cromatograma a) se identificaron 3 zonas que abarcaron diferentes 
grupos de proteínas (G1 a G3), de acuerdo al tiempo de retención y en el 
cromatograma b) se identificaron 2 zonas (G1 y G2). Los primeros compuestos que 
eluyen de la columna son los más hidrofílicos y los que poseen mayor masa 
molecular y por último los más hidrofóbicos y de menor masa molecular que se 
encuentran unidos a la fase continua hidrofóbica (RP). Por lo tanto a medida que 
aumenta el número en el grupo, de G1 a G3, aumenta la hidrofobicidad de las 
proteínas/polipéptidos.  
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En el caso de las gliadinas los grupos se dividieron de acuerdo a los siguientes 
tiempos de retención: G1) 2-6 min, G2) 30-45 min y G3) 45-62 min. Para las 
gluteninas los grupos fueron los siguientes: G1) 2-10,5 min y G2) 30-62 min (Figura 
1.7). Se calculó el área de cada grupo mediante la suma de las áreas de los picos 
que conformaban ese grupo, tomándose como área total la suma de las áreas de 
todos los grupos considerados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Tabla 1.5 se muestra el efecto del nivel de emulsificante sobre el porcentaje 
de extracción de cada grupo de fracciones de gliadinas y gluteninas. 
Se observaron diferencias en los porcentajes de área de los diferentes grupos 
para los diferentes agentes emulsificantes. 
Figura 1.7. Cromatograma RP-HPLC del Gluten Control. a) GLIADINAS. b) GLUTENINAS.  
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Las gliadinas, separadas por RP-HPLC, fueron identificadas conforme a su 
movilidad molecular según lo establecido previamente por Lookhart y Albers (1988) y 
Seilmeier y Wieser (2003). Según lo mencionado anteriormente, y en analogía a los 
resultados obtenidos por estos autores, de acuerdo a los tiempos de retención se 
identificaron 3 subgrupos, a los cuales se les asignaron las siguientes fracciones 
proteicas: grupo 1 (G1): ω-gliadinas (ω-GD), grupo 2 (G2): α y β-gliadinas (α/β-GD) y 
grupo 3 (G3): γ-gliadinas (γ-GD). En general, en términos de porcentaje de 
extracción, las gliadinas extraídas presentaron la siguiente tendencia: α, β > γ > ω 
(Tabla 1.5). Esta secuencia también fue encontrada por Seilmeier y Wieser (2003) y 
por Zhang y col. (2007). La extracción de ω-GD no mostró diferencias significativas 
con respecto a G, en ninguna de las muestras evaluadas. 
Por otra parte, se extrajo una menor cantidad de α/β-gliadinas de las muestras 
GS0,5 y GD0,5. Un nivel de 0,5% p/p de emulsificante permitió, con respecto a G, 
una mayor extracción de γ-GD (Tabla 1.5). La interacción de los emulsificantes al 
0,5% p/p con las proteínas del gluten favoreció la liberación de mayor cantidad de 
proteínas hidrofóbicas, como las γ-gliadinas, especialmente en el caso del SSL.  
 
Tabla 1.5. Área (%) de picos de RP-HPLC de los extractos enriquecidos de gliadinas y 
gluteninas obtenidos de las diferentes muestras de gluten. Extracto enriquecido en gliadinas 
(EGD): G1 (2-6 min), G2 (30-45 min) y G3 (45-62 min). Extracto enriquecido en gluteninas 
(EGT): G1 (10-12,5 min) y G2 (30-62 min). G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + 
DATEM, GSD: gluten + SSL-DATEM. Números: % p/p emulisificante. 
 
EGD G GS0,5 GS1 GD0,5 GD1 GSD0,5 GSD1 
G1 1,12ab 0,87b 1,48a 1,31ab 1,15ab 0,90b 1,04b 
G2 58,9a 54,2c 57,7ab 55,5bc 60,5a 59,4a 58,3ab 
G3 39,7c 44,9a 40,8bc 43,2b 38,3c 39,7c 40,7bc 
EGT G GS0,5 GS1 GD0,5 GD1 GSD0,5 GSD1 
G1 33,3abc 30,2b 31,2bc 34,2ab 33,3abc 34,0ab 34,9a 
G2 65,2bc 68,8a 67,6ab 64,6c 65,8bc 65,3bc 64,4c 
 Letras diferentes en la misma fila indican que existen diferencias significativas (p ≤ 0.05). 
 
 
En el caso de las gluteninas los perfiles se asociaron a las gluteninas de alta 
masa molecular (HMW-GT) y a las de baja masa molecular (LMW-GT) de acuerdo a 
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Kruger y col. (1988). El grupo 1 (G1) se asignó a las gluteninas de alta masa 
molecular (HMW-GT) y el grupo 2 (G2) a las de baja masa molecular (LMW-GT) 
(Kruger y col, 1988; Kawka y col., 1992). En el grupo 1 (G1) no se observaron 
diferencias significativas en ninguna de las muestras con respecto al control (G). De 
la muestra GS0,5 se extrajo mayor cantidad de LMW-GT (grupo 2, G2) (Tabla 1.5).  
Estos resultados sugieren que un emulsificante más polar como el SSL 
interactuaría con las HMW-GT principalmente a través de uniones iónicas formando 
la matriz proteica del gluten y liberando de la misma las proteínas más pequeñas e 
hidrofóbicas (LMW-GT) (Gianibelli y col., 2001; Lookhart y col., 2003). 
La alta solubilidad de las proteínas, el tipo de agregados solubles formados y el 
diferente perfil resultante de la extracción diferencial de gliadinas y gluteninas; 
sugiere la formación de una red de gluten más lábil debido a la acción del SSL. 
 
 
1.5 Microestructura de la red de gluten 
 
Los cambios que se producen en la estructura de las proteínas del gluten debido 
a la presencia de los emulsificantes están directamente relacionados con el tipo de 
red de gluten formada. En las micrografías SEM la red de gluten se presenta como 
una red fibrilar con la presencia de unos pocos gránulos de almidón (Figura 1.8).  
Se pueden observar diferencias en la estructura de la red de gluten entre el gluten 
preparado con los aditivos y el control con dos aumentos diferentes: 1500x y 5000x. 
El gluten control (G) presentó una red continua y homogénea. Esta red fue 
modificada en presencia de SSL (GS1), presentando esta última una estructura más 
abierta y fibrosa. El agregado de DATEM (GD1) formó una red de gluten más 
laminar, con características similares a las del  gluten control (G).   
La red de gluten formada fue consecuente con los resultados obtenidos de 
solubilidad, SHL y SDS-PAGE. El agregado de los emulsificantes SSL y DATEM 
provocó cambios en la estructura de las proteínas del gluten como consecuencia de 
la formación y/o ruptura de enlaces disulfuro o uniones no covalentes (hidrofóbicas 
y/o iónicas). Estas modificaciones provocaron la formación de una matriz más lábil 
en el gluten que contenía SSL que la obtenida con DATEM, demostrando así que el 
modo de interacción de cada aditivo con las proteínas del gluten cuando se forma la 
matriz es diferente. 
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1.6 Transición vítrea del gluten 
 
Las modificaciones estructurales pueden tener influencia en características físicas 
tales como la elasticidad o la gomosidad de la matriz del gluten. Trabajos anteriores 
indican que las sustancias que interactúan con el gluten pueden afectar la cinética 
de las reacciones de entrecruzamiento, la formación de la red de gluten y en 
1500x 5000x
G 
GS1 
GD1 
Figura 1.8. Micrografías de gluten control (G) y gluten con el agregado de 1% de SSL 
(GS1) y 1% de DATEM (GD1).  
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consecuencia su temperatura de transición vítrea (Tg) (Kalichevsky y col., 1992; 
Noel y col. 1995; Pommet y col. 2003). Los emulsificantes, al igual que el agua, 
tienen un efecto plastificante que causa una disminución en la temperatura de 
transición vítrea (Tg) del gluten (Kalichevsky y col., 1992; Toufeili y Kokini, 2004). 
Debido a lo mencionado previamente, no sólo el proceso de calentamiento es 
importante en la transformación del gluten en la estructura del pan, sino también 
resulta de interés el estudio del efecto que ejercen los emulsificantes sobre la 
temperatura de transición vítrea (Tg) del mismo. Por tal motivo se decidió también 
evaluar la Tg de todas las muestras de gluten reconstituidas con agua. 
Se realizaron corridas por calorimetría diferencial de barrido (DSC) de las 
muestras de gluten liofilizado reconstituido con agua. En la Figura 1.9 se muestra el 
termograma obtenido para el gluten control, en el cual no se observó ninguna 
transición térmica. Estas observaciones coinciden con resultados previos de otros 
autores (Arntfield y Murray, 1981; Ma, 1990), en los cuales de todas las proteínas 
vegetales estudiadas, sólo las de gluten no presentan la/s endoterma/s 
características de la desnaturalización proteica. El agregado de emulsificantes a la 
harina formó una estructura de gluten que tampoco presentó cambios endotérmicos 
(datos no mostrados), sugiriendo que los cambios conformacionales producidos por 
los emulsificantes sobre las gliadinas y gluteninas no son detectables por esta 
técnica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.9. Termograma de gluten control. 
0
2
4
6
8
20 40 60 80 100
Temperatura (ºC)
Fl
uj
o 
de
 c
al
or
 (W
/g
)
Fl
uj
o 
de
 c
al
or
 (W
/g
)
Resultados - Capítulo 1 
 110
El valor de Tg obtenido para la muestra de gluten control (G) liofilizado (8,2% de 
humedad) fue coincidente al obtenido por otros investigadores (Kalichevsky y col., 
1992). En sus ensayos Kalichevsky y colaboradores (1992) encontraron que la Tg del 
gluten a una humedad de 10% fue de 54 ºC, mientras que en nuestro caso fue de 
55,4 ± 3,56 ºC (Tabla 1.6). 
Todas las muestras presentaron un termograma semejante al mostrado en la 
Figura 1.10. En el mismo se puede observar la temperatura de transición vítrea 
calculada en el punto de inflexión (Tg = 49,84 ºC).  
En todas las muestras analizadas (G, GS y GD) se observó una pequeña 
transición endotérmica que acompañó a la transición vítrea, la cual puede ser 
atribuida a una baja temperatura de relajación requerida por la red de gluten para 
alcanzar la movilidad necesaria para superar la transición vítrea (Toufeili y col., 
2002). Además, se observó un gran pico endotérmico a una temperatura próxima a 
120 ºC. Tanto la temperatura (100-130 ºC) como la entalpía (120-200 J/g) 
presentaron un comportamiento aleatorio no pudiéndose obtener resultados 
concluyentes. Diversos autores (Sartor y Johari, 1996; Ferrari y Johari 1997; Toufeili 
y col., 2002) han atribuido esta endoterma a reacciones de entrecruzamiento en el 
gluten.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.10. Termograma de muestras de gluten liofilizado. 
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Para las muestras de gluten liofilizado (Tabla 1.6), la adición de SSL en bajas 
concentraciones (GS0,25 y GS0,5) provocó una disminución en el valor de Tg, 
mientras que el agregado de SSL al 1% (GS1) no presentó diferencias significativas 
con respecto al gluten control (G). El mismo comportamiento fue observado para las 
muestras de gluten-DATEM (GD), donde los valores de Tg se encontraron en el 
rango de 45,3 a 58,1 ºC (Tabla 1.6). Para la muestras de gluten-SSL-DATEM al 1% 
(GSD1) (0,5% de cada emulsificante) los valores de Tg fueron significativamente 
inferiores a los obtenidos para GS1 y GD1, sugiriendo que el efecto de los 
emulsificantes no se potencia, sino que actúan cada uno de manera independiente. 
Toufeili y Kokini (2004) estudiaron el efecto del contenido de humedad sobre la Tg de 
muestras de gluten que contenían 10% (base gluten) de emulsificantes tales como 
SSL, DATEM y la mezcla de ambos aditivos. El rango de humedades evaluadas fue 
de 6,5-21,3% (base gluten). Estos autores encontraron una pequeña disminución en 
los valores de Tg del gluten en presencia de dichos aditivos.  
  
Tabla 1.6. Valores de temperatura de transición vítrea (Tg) obtenidos para las muestra de 
gluten liofilizado (columna 2) y gluten liofilizado reconstituido con agua (columna 3), 
preparado con emulsificantes. G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + DATEM, 
GSD; gluten + SSL-DATEM. Números: % p/p de emulsificante. 
 
 Tg (ºC) 
 Gluten liofilizado Gluten rehidratado 
G 55,4a -7,35c 
GS0,25 44,6b - 7,21bc 
GS0,5 46,0bc - 6,93a 
GS1 56,5a - 6,97a 
GD0,25 45,3bc - 6,93a 
GD0,5 47,7bc - 7,04ab 
GD1 58,1a - 7,10ab 
GSD0,25 45,9bc - 7,08ab 
GSD0,5 47,8bc - 7,01ab 
GSD1 50,2c - 7,11ab 
   Letras diferentes en la misma fila indican que existen diferencias significativas (p ≤ 0,05). 
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El gluten húmedo (67,2% de humedad) presentó un valor de Tg de -7,35 ºC (Tabla 
1.6). Valores similares fueron encontrados por Toufeili y colaboradores (2002) para 
el gluten con un contenido de humedad equivalente. Estos autores también 
observaron un decrecimiento en los valores de Tg con el incremento de la humedad 
de la muestra, consistente con el efecto plastificante del agua sobre las proteínas. 
Los valores de Tg obtenidos por estos autores no mostraron cambios por debajo de -
20 ºC para muestras con un porcentaje de humedad superior al 24%, sugiriendo la 
formación de un sistema concentrado con la máxima cantidad de agua congelable 
(Toufeili y col., 2002). En nuestros ensayos pudo observarse que para todas las 
muestras con aditivo el valor de Tg fue superior al de G. Contrariamente a lo ocurrido 
en las muestras de gluten liofilizado los emulsificantes no mostraron la propiedad 
plastificante característica de estos aditivos. Este comportamiento podría atribuirse a 
que el gran contenido de agua de las muestras (67,2%) minimizó el efecto 
plastificante de los aditivos.  
Los resultados obtenidos para las muestras preparadas mediante la incorporación 
in situ de emulsificantes (1 y 5% p/p) al gluten nativo se muestran en la Tabla 1.7.  
 
Tabla 1.7. Valores de temperatura de transición vítrea (Tg) obtenidos para mezclas de 
gluten-emulsificante reconstituido con agua “in situ”. G: gluten control, GS: gluten + SSL, 
GD: gluten + DATEM, GSD: gluten + SSL-DATEM. Números: % p/p de emulsificante. 
 
Gluten rehidratado Tg (ºC) 
G -7,35a 
GS1 - 7,14a 
GS5 -7,99bc 
GD1 -7,33a 
GD5 -7,99c 
GSD1 -7,16a 
GSD5 -7,89b 
  Letras diferentes indican que existen diferencias significativas (p ≤ 0,05). 
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La adición de emulsificantes en un nivel de 5% p/p provocó una disminución en el 
valor de Tg, obteniéndose valores cercanos a -8 ºC, mientras que el agregado de 1% 
p/p no mostró diferencias significativas con respecto al control. En ambos casos no 
se observaron diferencias entre los distintos aditivos. La disminución en el valor de 
Tg observada para el nivel de emulsificante de 5% sugiere que estos aditivos ejercen 
un efecto plastificante sobre el gluten, al igual que el agua y los ácidos grasos de 
baja masa molecular (Kalichevsky y col., 1992; Noel y col., 1995; Sartor y Johari, 
1996; Micard y Guilbert, 2000;  Pommet y col., 2003). Este comportamiento no es 
específico, es decir, no depende de la naturaleza del emulsificante. 
Al comparar las muestras de gluten con 1% de emulsificantes reconstituidas con 
agua (Tabla 1.6) con aquellas reconstituidas “in situ” (Tabla 1.7) pudo comprobarse 
que el agregado de emulsificantes “in situ” no mostró diferencias significativas con 
respecto al gluten control (G), mientras que para las muestras reconstituidas con 
agua los valores de Tg obtenidos en presencia de emulsificantes fueron superiores al 
de G. Esto podría atribuirse a que la incorporación de dichos aditivos junto con la 
harina y el agua para formar la masa condicionarían la formación de la red de gluten, 
mientras que al agregar dichos aditivos al 1% p/p, luego que el gluten ya se ha 
formado, no modifica su estructura y por lo tanto no ejerce efectos sobre la 
temperatura de transición vítrea del gluten.    
 
Los valores de Tg de este trabajo de tesis fueron similares a los encontrados por 
Toufeili y Kokini (2004), quienes atribuyeron dichos valores al fenómeno de 
hidratación del gluten. Durante este fenómeno, los dominios hidrofílicos del gluten 
serían los responsables de la transición vítrea. Estudios realizados por diversos 
autores (Belton y col., 1995; Gilbert y col., 2000) han demostrado que la movilidad 
de las proteínas de gluten así como la formación de estructura lámina plegada β 
aumentan durante la hidratación. Estas observaciones llevaron a la elaboración del 
modelo “bucle y cadena” (“loop and train”) propuesto por Belton (1999) y detallado 
en la Introducción de esta tesis. El resultado de la hidratación del gluten es un 
equilibrio entre las regiones hidratadas "bucle" y las regiones "cadena" unidas por 
puente hidrógeno, con una relación entre ambas que dependerá del estado de 
hidratación del sistema. Este fenómeno estaría asociado a los cambios moleculares 
que se producen cuando la muestra pasa del estado vítreo al estado gomoso 
(Belton, 1999). 
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1.7 Conclusiones parciales 
 
Los emulsificantes SSL y DATEM provocaron diferentes cambios en la estructura 
del gluten. El SSL a concentraciones de 0,25% y 0,5% p/p indujo un plegamiento en 
la estructura proteica con un incremento en la conformación α-hélice (formación de 
puentes hidrógeno) y un decrecimiento en las conformaciones lámina y giro β y en 
las estructuras al azar (random coil). Este plegamiento de las proteínas fue 
confirmado por: los cambios producidos en los modos vibracionales del estiramiento 
de los puentes disulfuros (S-S), la baja exposición de los residuos de tirosina  y el 
ocultamiento de los residuos de triptófano a 0,25% p/p de emulsificante hacia un 
entorno hidrofóbico. El bajo valor obtenido para el SSL a 0,25% p/p en la banda 
correspondiente al estiramiento C-H (2934-2950 cm-1) podría estar relacionado a la 
baja exposición de la tirosina, sugiriendo un cierto grado de orden en la estructura 
proteica, lo cual correlacionaría con el mayor contenido de α-hélice.    
A alta concentración de emulsificante (1% p/p) el SSL provocó un mayor grado de 
desorden que a concentraciones menores, evidenciado en una estructura más 
abierta y más lábil (micrografías SEM). Esta estructura permitió la solubilización de 
una gran proporción de agregados poliméricos, formados por los péptidos de 60 y 
103 kD y principalmente por las subunidades de 35 y 40 kD. El SSL al 0,5% también 
permitió la extracción de un mayor porcentaje de γ-gliadinas y de gluteninas de baja 
masa molecular (LMW-GT), en comparación con las muestras de gluten y de gluten-
DATEM. Estos resultados confirman la evidencia de la formación (a niveles de 0,5% 
de SSL) de una red de gluten más débil, con una gran tendencia a la 
depolimenrización. 
Las diferencias producidas por los emulsificantes SSL y DATEM en la estructura 
del gluten podría ser atribuída a las diferentes estructuras químicas que poseen 
dichos aditivos, las cuales condicionarían su balance hidrofílico/lipofílico y, por lo 
tanto, el tipo de unión que cada uno establecería con las proteínas del gluten. Al ser 
SSL un emulsificante con un alto balance hidrofílico-lipofílico (HLB=21) interactuaría 
con las proteínas del gluten principalmente mediante enlaces  iónicos, mientras que 
el DATEM al poseer un mayor carácter hidrofóbico (HLB=9,2) lo haría mediante 
uniones hodrofóbicas. Estas diferencias en los valores de HLB serían determinantes 
a la hora de constituir la red de gluten, lo cual conllevaría a la formación de matrices 
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de diferentes características. Ambos emulsificantes mostraron que al ser agregados 
a la harina para obtener el gluten disminuyen la temperatura de transición vítrea 
(Tg), demostrando de esta manera su capacidad plastificante. 
Estas diferencias son las que influirían directamente en las propiedades 
estructurales, reológicas y térmicas de la masa y consecuentemente en la calidad 
del pan obtenido.      
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 2 
 
 
 
Efecto de los emulsificantes sobre la estructura y el 
comportamiento reológico de masas 
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2.1 Caracterización de la harina 
 
A fin de evaluar la calidad de la harina que se utilizó en este trabajo de tesis, se 
realizaron los ensayos físicoquímicos, cuyos resultados se muestran en la Tabla 2.1. 
 
Tabla 2.1 Propiedades fisicoquímicas y reológicas de la harina 000 utilizada en el ensayo 
(Harina 000exp) y de una harina promedio (Harina 000prom) proveniente de las campañas 
2003/2004 y 2004/2005 (Cuniberti y Riberi, 2003, 2004). 
 
Parámetro*  Harina 000exp Harina 000prom 
Humedad (%) 13,2 ± 0,3 12,4 ± 0,6 
Cenizas (%) 0,705** 0,514 ± 0,052 
Proteínas (%) 10,7 ± 0,0 10,2 ± 0,2  
Gluten húmedo (%) 29,8 ± 0,5 24,3 ± 1,1 
Gluten seco (%) 9,8 ± 0,2 8,7 ± 0,6 
Alveograma   
Tenacidad-P (mm H2O) 110 ± 5,7 101,5 ± 12,0 
Extensibilidad-L (mm) 80 ± 1,4 74,5 ± 4,9 
Relación P/L 1,4 ± 0,1 1,4 ± 0,1 
Trabajo de deformación-W (10-4 J) 301 ± 18 273 ± 43 
Farinograma   
Absorción de agua (%) 60,0** 60,4 ± 1,3 
Tiempo de desarrollo (min) 8,5** 6,9 ± 0,0  
Estabilidad (min) 16,0** 10,0 ± 1,9 
Aflojamiento (UF) 40,0** 47,0 ± 14,1 
   * Porcentajes expresados en base húmeda. 
  ** Datos suministrados por Molino Campodónico Ltd. 
 
Los resultados obtenidos fueron comparados con los valores registrados para una 
harina promedio, de la zona norte de la provincia de Buenos Aires (Harina 000prom), 
correspondiente a las campañas 2003/2004 y 2004/2005 (Cuniberti y Riberi, 2003, 
2004). 
El valor de humedad obtenido se encuentra dentro de las especificaciones del 
CAA (máx. 15,0%). Este parámetro tiene importancia desde el punto de vista de la 
conservación de la harina, por lo que se lo considera un parámetro de calidad (Kent, 
1975). También es importante en la determinación de los ensayos alveográficos y 
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farinográficos, ya que dichas pruebas se realizan a humedad constante (14,0%) y, 
por lo tanto, es necesario conocer previamente el valor de humedad de la muestra.  
Según estudios previos, la relación óptima entre el gluten húmedo y el gluten seco 
debe ser cercana a 3 para harinas de calidad panadera estándar (Almutawah y col., 
2007; Zaidel y col., 2009). En base a esta correlación nuestra harina presentó una 
relación entre el gluten húmedo y seco de 3,04, por lo que se pudo comprobar, 
según lo mencionado anteriormente, que es una harina óptima para panificar 
(Georget y Belton, 2006; Almutawah y col., 2007). 
Tanto los parámetros alveográficos como los farinográficos mostraron valores 
similares a los registrados para la harina promedio (Tabla 2.1). Los parámetros 
alveográficos dieron valores aceptables de P y L, la relación P/L arrojó un valor de 
1,4. El parámetro P/L representa el balance entre la tenacidad y la extensibilidad de 
la masa. Cuando ese valor se acerca a 1 (óptimo) (Cheftel y Cheftel, 1992), la masa 
presenta una relación equitativa de elasticidad y extensibilidad, por lo tanto, es una 
masa óptima para ser utilizada en panificación (Indrani y col., 2007; Indrani y Rao 
2007), siempre y cuando el trabajo de deformación (W) sea aceptable (harinas de 
calidad panadera presentan valores de W mayores a 250) (Cheftel y Cheftel, 1992).  
Los parámetros obtenidos para la harina utilizada en este trabajo fueron similares 
a los de la harina promedio destinada a panificación, por lo que se considera que 
nuestra harina es indicada para el estudio del efecto de emulsificantes en la calidad 
panadera. 
Como se mencionó en el Capítulo 1 el 80% de los aspectos de calidad panadera 
de las harinas se deben a las variaciones producidas en las proteínas que 
conforman el gluten (Shewry y col., 2001). Los emulsificantes, como se ha 
evidenciado anteriormente (Capítulo 1), produjeron cambios en la estructura del 
gluten que influirán en las propiedades reológicas de la masa y la calidad del pan. 
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2.2 Efecto de los emulsificantes sobre la estructura de masas 
 
2.2.1 Microestructura de las masas 
 
Con el propósito de evaluar si se producen cambios estructurales provocados por 
los emulsificantes sobre la matriz del gluten, se realizaron ensayos de microscopía 
electrónica de barrido (SEM) sobre las masas con y sin el agregado de aditivos. En 
estas micrografías la red de gluten se presenta como una red fibrilar en la cual están 
inmersos los gránulos de almidón (Rojas y col., 2000) (Figura 2.1). Estos gránulos 
presentan forma aproximadamente esférica y su tamaño es variado, observándose 
principalmente dos poblaciones predominantes, gránulos grandes de diámetro 
superior a 10 µm y gránulos más pequeños de diámetro inferior a 10 µm 
(Prabhasankar y col., 2003). También pueden visualizarse algunas cavidades vacías 
correspondientes a células de aire formadas durante el amasado. Resultados 
similares han sido informados por Létang y col. (1999), en cuyos ensayos evaluaron 
microscópicamente el comportamiento de masas elaboradas con harina de trigo con 
distintos contenidos de agua y a distintos tiempos de amasado. Las masas 
obtenidas por estos autores con la cantidad óptima de agua presentaron 
características similares a la masa control (sin aditivo, M) de esta tesis.  
Las micrografías SEM (Figura 2.1) mostraron diferencias en la conformación de la 
red de gluten entre las masas preparadas con los emulsificantes y el control (sin 
aditivo). La masa control (M) presentó una red de gluten fibrosa, mientras que en la 
masa que contenía 5% p/p de DATEM (MD5) se formó una matriz más homogénea 
de tipo laminar. Por su parte, en la muestra con 5% p/p de SSL (MS5) se generó una 
red más desagregada. La mezcla de ambos aditivos al 5% (2,5% de SSL+ 2,5% de 
DATEM, MSD5) mostró una red de gluten de aspecto aparentemente intermedio al 
de la de los aditivos puros, aunque levemente similar a MS5 (Figura 2.1). Estos 
resultados coinciden con los obtenidos en el Capítulo 1 (Inciso 1.6) para las 
muestras de gluten. 
Ribotta y col. (2004) estudiaron el efecto del agregado de DATEM al 0,5% y otros 
aditivos a masas congeladas elaboradas con harina de trigo. Estos autores, a través 
de las micrografías SEM, encontraron que tanto para masas congeladas como sin 
congelar, en presencia de DATEM se formó una matriz con mayor cantidad de 
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celdas de aire y menos densa que la masa control. En nuestros ensayos, la masa 
control (M) presentó características similares a las observadas por dichos autores, 
mostrando una red de gluten fibrosa con gránulos de almidón embebidos en ella. Sin 
embargo, la masa que contenía DATEM (MD5) formó una matriz más homogénea 
(tipo laminar) que la masa control (M) (Figura 2.1). No se observó mayor cantidad de 
celdas de aire que en el control, esto puede atribuirse a que en nuestros ensayos se 
utilizaron masas preparadas con una concentración mucho mayor de emulsificante 
(5% p/p, base harina). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 2.1. Micrografías de masa control (M) y masa con el agregado de 5% de SSL 
(MS5), DATEM (MD5) y la mezcla de ambos aditivos (MSD5). 
1500x 5000x 
M
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2.2.2 Proteínas de las masas 
 
La extracción de proteínas de la masa y su posterior análisis por electroforesis 
permite evaluar la naturaleza de las proteínas solubles que forman parte de la 
matriz. 
Se analizaron en un ensayo previo tres buffers de extracción distintos: Tris-base 
0,0625 M (pH = 10), NaOH 0,1 M (pH = 13) y Borato de Sodio 0,1 M (pH = 10). La 
Figura 2.2 muestra la SDS-PAGE de las proteínas extraídas de las masas con 
dichos medios de extracción. 
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Figura 2.2. LMW = patrón de proteínas de bajo peso molecular. M = masa control 
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Tris - base NaOH 
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Con Tris-base se observaron agregados de alta masa molecular en las muestras 
que contenían SSL. A mayor contenido de emulsificante, mayor fue la extracción de 
dichos agregados. Con la solución de NaOH se extrajo una mayor cantidad de 
agregados de alta masa molecular en la muestra control (M) y en las que contenían 
menor proporción de aditivos, evidenciando una diferente acción del NaOH sobre la 
matriz formada por las proteínas y los emulsificantes. El buffer Borato de Sodio no 
permitió la extracción de agregados de alta masa molecular. En base a estos 
resultados se decidió utilizar el Tris-base como medio de extracción. 
Diversos autores (Kruger y col. 1988, 1990; Singh y col., 1990) identificaron 
mediante SDS-PAGE, tal como se indicó previamente, diferentes tipos de proteínas 
en el siguiente orden decreciente de masas moleculares: gluteninas de alta masa 
molecular (HMW, 70-100 kD), ω-gliadinas (50-65 kD), en forma conjunta gluteninas 
de baja masa molecular (LMW, 30-40 kD) y α-, β- y γ-gliadinas (33-40 kD) y por 
último albúminas y globulinas (≤ 25 kD). Basándonos en los resultados obtenidos por 
estos autores, la masa control (M) (Figura 2.3) presentó un perfil con subunidades 
en el rango de 15-25 kD (15,2; 17,2; 19,2; 20,8; 23,7; 24,8) correspondiente a las 
albúminas y globulinas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
También se observaron subunidades en el rango de 26-36 kD (26,1; 27,6; 31,0; 
33,6; 35,4) correspondiente a las gluteninas LMW y a las α-, β- y γ-gliadinas. Por 
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Figura 2.3. SDS-PAGE. Masa liofilizada (M) con diferentes contenidos de SSL y DATEM. 
LMW: patrón de proteínas de baja masa molecular. 
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último proteínas en un rango de 45-69 kD (45,4; 54,6; 62,6; 65,0 y 68,2 kD) 
correspondiente a las ω-gliadinas, a excepción de la subunidad de 68,2 kD 
posiblemente glutenina HMW. 
Bajas concentraciones de SSL formaron una matriz que fue afectada por la 
adición de buffer Tris-base permitiendo la extracción de agregados de alta masa 
molecular (Figura 2.3, flecha roja) y la subunidad de 54,6 kD (Figura 2.3, flecha 
azul). Cantidades superiores de SSL estabilizaron la matriz de un modo tal que 
dificultó la extracción de los agregados proteicos. Por su parte el DATEM, en forma 
independiente de la concentración, formó una matriz más estable a la extracción con 
Tris-base. La ausencia de agregados de alta masa molecular en el extracto soluble 
sugiere una posible participación de los mismos en la estabilización de los 
agregados insolubles que conforman la matriz del gluten. La banda de 54,6 kD se 
extrajo en menor proporción que en el caso del SSL y su intensidad disminuyó al 
aumentar la concentración de DATEM (Figura 2.3, flecha verde).  
 
 
Agregados proteicos 
 
Los agregados proteicos extraídos en buffer Tris-base se analizaron mediante 
electroforesis nativa (Figura 2.4). La movilidad electroforética (relación carga/masa) 
de las proteínas fue mayor en las muestras con nivel de SSL igual o mayor al 5% 
(MS5 y MS10). Este comportamiento puede deberse a que el SSL, emulsificante de 
mayor HLB que el DATEM, en grandes cantidades inhibe la formación de grandes 
polímetros de la matriz. La repulsión electrostática generada por el SSL entre 
moléculas de proteínas, conduce a una mayor extracción de especies de baja masa 
molecular y a su vez de mayor carga.    
Por su parte el DATEM, como mencionamos anteriormente, formó una matriz 
cuyos agregados con alta relación carga/masa no pudieron ser extraídos en 
condiciones nativas (Figura 2.4). Por lo tanto, el SSL modificaría, en forma diferente 
al DATEM, el entrecruzamiento entre moléculas de proteínas en la masa, formando 
una matriz de gluten más lábil de la que se logra extraer proteínas de mayor 
movilidad electroforética. 
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En la Figura 2.5 se muestra un perfil MS-SDS-PAGE para la masa control (M), 
masa preparada con SSL al 1% (MS1) y con DATEM al 1% (MD1). De manera 
similar a lo realizado con las muestras de gluten (Capítulo 1, Inciso 1.3), se 
dividieron los diferentes stackings en tres zonas para facilitar la interpretación de los 
resultados.  
Al igual que en las muestras de gluten (Capitulo 1, Figura 1.6), los agregados 
retenidos en los stackings de 4, 6 y 8% (zona 1) están formados por subunidades de 
105, 98 y 85 kD (Figura 2.5, flechas rojas), y por subunidades de menor masa 
molecular (64, 46, 44 y 35 kD) (Figura 2.5, flechas azules).  
De la masa control (M) se extrajo una menor proporción de polímeros de tamaño 
intermedio (stacking de 6%) en comparación a lo detectado para los stackings de 4 y 
8% (Figura 2.5). Este comportamiento indica que una proporción de los polímeros de 
tamaño intermedio se encontrarían estabilizando la matriz de gluten. Los polímeros 
retenidos en el stacking de 10% presentaron composición polipeptídica de masa 
molecular mayor a 45 kD. Los agregados retenidos en la zona 2 (12%) están 
formados principalmente por subunidades de 62, 56, 46 y 44 kD ausentes en los 
agregados de mayor tamaño (Figura 2.5, flechas verdes). En la zona 3 (14%) 
quedaron retenidos los monómeros de baja masa molecular (< 40 kD) (Figura 2.5). 
Figura 2.4. PAGE-Nativa. M: masa control, MS: masa + SSL, MD: masa + DATEM. 
Números: % p/p de emulsificante. 
 
  M MS1 MD1  MS5    MD5    MS10     MD10 
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Figura 2.5. Electroforesis Multistacking. M: masa control, MS1: Masa +  1% SSL, 
MD1: Masa + 1% DATEM. LMW: patrón de proteínas de baja masa molecular. 
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Tanto la masa preparada con SSL (MS1) como la elaborada con DATEM (MD1), 
presentaron perfiles similares a la masa control (M) en la zona 1 (Figura 2.5). Sin 
embargo se extrajo mayor proporción de polipéptidos de la muestra que contenía 
DATEM. Este comportamiento puede atribuirse a que al extraer las proteínas con un 
buffer que contiene SDS, éste agente desnaturalizante estaría rompiendo 
principalmente los enlaces hidrofóbicos (Rabilloud y Chevallet, 2000; Campbell y 
Farrell, 2009), uniones predominantes entre el DATEM y las proteínas. De esta 
manera se extraería mayor cantidad de proteínas de las masas que contienen 
DATEM que de las que poseen SSL.  
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Los agregados más pequeños retenidos en la zona 2 (12%) presentaron diferente 
composición polipeptídica para las diferentes masas. En las muestras M y MD1 se 
observaron principalmente tres bandas de 44, 56 y 62 kD; mientras que para MS1 se 
detectó sólo una banda a 62 kD, observándose un comportamiento análogo entre la 
masa control (M) y la masa con DATEM (MD1). En el caso de la masa control (M) se 
observaron bandas de 46 y 44 kD, que estuvieron ausentes en el perfil de la masa 
con SSL (MS1). Sólo la banda de 46 kD fue detectada en MD1. Estos resultados 
sugieren que los agregados solubles de masa molecular semejante estarían 
formados por diferente tipo de monómeros. 
Al comparar los resultados obtenidos con las muestras de gluten analizadas en el 
Capítulo 1 (Inciso 1.3) pudo comprobarse que los perfiles observados para la zona 1 
fueron similares en ambos grupos de muestras. Sin embargo en la masa que 
contenía DATEM se extrajo mayor cantidad de proteínas que de la que contenía 
SSL. Al ser el SSL un emulsificante más hidrofílico que el DATEM (HLB=21 vs. 
HLB=9,2) se uniría no sólo por uniones hidrofóbicas al gluten, sino también por 
uniones iónicas y puente hidrogeno a la amilopectina del almidón, formando una 
matriz más estable de menor grado de depolimerización. 
Esta diferencia también fue observada en los agregados retenidos en el stacking 
de 12%. En el caso del gluten estos agregados están formados por subunidades de 
35 kD, mientras que en la masa están constituidos por las subunidades 56 y 62 kD 
(Figura 1.6 y 2.5). Diferencias entre los perfiles electroforéticos entre la masa y el 
gluten sugieren que el almidón interacciona con los emulsificantes jugando un rol 
importante en la formación de la matriz de la masa.   
 
 
Gliadinas y Gluteninas 
 
Las fracciones enriquecidas en gliadinas y gluteninas extraídas de las masas 
fueron analizadas por HPLC. En la Figura 2.6 se muestran los cromatogramas de 
RP-HPLC de las fracciones de gliadinas y gluteninas extraídas de la masa control 
liofilizada (DO210 vs tretención). Para las gliadinas se identificaron 3 zonas que 
abarcaron diferentes grupos de proteínas (G1 a G3), los cuales se dividieron de 
acuerdo a los siguientes tiempos de retención: G1) 2-5,5 min, G2) 31-49 min y G3) 
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49-63 min. Para las gluteninas se identificaron 2 zonas, las cuales fueron divididas 
en los grupos G1 (5-11 min) y G2 (39-61 min) (Figura 2.6). Se calculó el área de 
cada grupo mediante la suma de las áreas de los picos que conformaban ese grupo, 
tomándose como área total la suma de las áreas de todos los grupos considerados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El análisis de las áreas mostró diferencias de comportamiento entre los diferentes 
grupos de picos y agentes emulsificantes. 
Las gliadinas, separadas por RP-HPLC, fueron identificadas conforme a su 
movilidad molecular (Lookhart y Albers, 1988; Seilmeier y Wieser, 2003). De manera 
análoga a lo mencionado en el Capítulo 1 (Inciso 1.4), se identificaron 3 subgrupos 
(de acuerdo a los tiempos de retención y a datos bibliográficos), a los cuales se les 
Figura 2.6. Cromatograma RP-HPLC de masa control. a) GLIADINAS. b) GLUTENINAS. 
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asignaron las siguientes fracciones proteicas: grupo 1 (G1): ω-gliadinas, grupo 2 
(G2): α y β-gliadinas y grupo 3 (G3): γ-gliadinas (Seilmeier y Wieser, 2003). En 
general, en términos de porcentaje de extracción, y al igual que en gluten, las 
gliadinas extraídas presentaron la siguiente tendencia: α, β > γ > ω (Tabla 2.2). Esta 
secuencia también fue encontrada por Seilmeier y Wieser (2003) y por Zhang y col. 
(2007).  
En el caso de las ω-gliadinas (G1), en presencia de emulsificante no se logró 
extraer mayor cantidad que la que se extrajo en la muestra control (M). Para el grupo 
2 (G2: α, β-gliadinas) no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de 
extracción correspondiente a las muestras con aditivos respecto al control, mientras 
que para el grupo 3 (G3) la extracción de γ-gliadinas se vio favorecida en presencia 
de DATEM al 5% (MD5) (Tabla 2.2). La interacción de este emulsificante al 5% con 
las proteínas de gluten en la masa favoreció la extracción de mayor cantidad de 
proteínas más hidrofóbicas y de baja masa molecular, como son las γ-gliadinas.  
El emulsificante favoreció en la masa la interacción de las ω-gliadinas con las 
demás proteínas de gluten. Sin embargo, al comparar estos valores con los 
obtenidos en el Capítulo 1 (Inciso 1.4), en el caso de la masa se extrae mayor % de 
ω-gliadinas. Este comportamiento sugiere que el almidón se interpondría entre las 
moléculas de proteínas y los emulsificantes, resultando en una interacción más débil 
con las ω-gliadinas y, por lo tanto, de más fácil extracción con 1-propanol 50% v/v. 
No se observaron diferencias significativas en la cantidad extraída de α/β y γ 
gliadinas con respecto a las muestras de gluten (Capítulo 1, Inciso 1.4). En este 
caso, la relación gliadinas/gluteninas sería independiente de la presencia de almidón 
al momento de la extracción. 
En el caso de las gluteninas se identificaron 2 grupos, cuyos perfiles fueron 
asociados a gluteninas de alta masa molecular (HMW-GT, grupo 1: G1) y a 
gluteninas de baja masa molecular (LMW-GT, grupo 2: G2) de acuerdo con Kruger y 
col. (1988). No se observaron diferencias significativas en la extracción de gluteninas 
HMW y LMW para las muestras que contenían SSL. Por su parte, la extracción de 
gluteninas HMW se vio favorecida en las muestras que contenían 5% de DATEM 
(MD5) y en la mezcla de ambos emulsificantes en sus dos concentraciones (MSD1 y 
MSD5) a expensas de las LMW-GT (Tabla 2.2). 
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Tabla 2.2. Área (%) de picos de RP-HPLC de los extractos enriquecidos de gliadinas y 
gluteninas obtenidos de las diferentes muestras de masa. Extracto enriquecido en gliadinas 
(EGD): G1 (2-5,5 min), G2 (31-49 min) y G3 (49-63 min). Extracto enriquecido en gluteninas 
(EGT): G1 (5-11 min) y G2 (39-61 min). M: masa control, MS: masa + SSL, MD: masa + 
DATEM, MSD: masa + SSL-DATEM. Número: % p/p de emulsificante. 
 
EGD M MS1 MS5 MD1 MD5 MSD1 MSD5 
G1 4,40a 3,55b 3,32b 3,60b 3,26b 3,05b 3,65b 
G2 55,8a 54,4a 54,3a 53,5a 53,5a 54,0a 53,7a 
G3 39,8b 42,1ab 42,4ab 42,9ab 43,2a 42,9ab 42,7ab 
EGT M MS1 MS5 MD1 MD5 MSD1 MSD5 
G1 36,0d 37,6cd 37,1d 37,9cd 40,6c 45,6b 49,6a 
G2 64,0a 62,4ab 62,9a 62,1ab 59,4b 54,4c 50,4d 
Letras diferentes en la misma fila indican que existen diferencias significativas (p≤0,05). 
EGD. G1: ω-gliadinas, G2: α y β-gliadinas, G3: γ-gliadinas (Seilmeier y Wieser, 2003). EGT. G1: gluteninas 
HMW, G2: gluteninas LMW (Kruger y col., 1988).  
 
Estos resultados sugieren que altas concentraciones de DATEM y SSL-DATEM 
(5%) interferirían con la unión entre las gluteninas, formándose menor proporción de 
macropolímeros de HMW-GT, y por lo tanto quedando estas proteínas libres para su 
extracción. Por ende, un emulsificante más hidrofóbico como el DATEM se uniría a 
las gluteninas LMW-GT mediante uniones hidrofóbicas, liberando así mayor cantidad 
de gluteninas HMW-GT (proteínas más hidrofílicas) al medio de extracción.   
 
 
2.3 Efecto de los emulsificantes sobre las propiedades 
alveográficas y farinográficas    
 
Los ensayos alveográficos mostraron que el agregado de emulsificantes no 
modificó en forma significativa, a ninguno de los niveles ensayados, la tenacidad (P) 
de la masa control (datos no mostrados).  
Las masas elaboradas con 0,5% y 1% de SSL (MS0,5 y MS1) mostraron una 
extensibilidad (L) mayor a la observada en las preparadas con DATEM (MD0,5 y 
MD1) y la mezcla de ambos emulsificantes al 1% (MSD1) (Figura 2.7 a). La variación 
de extensibilidad para niveles superiores a 1% p/p de emulsificante en masas con 
MD y MSD resultó similar. Estos resultados sugieren que en MSD, el DATEM 
gobierna la extensibilidad de la masa.  
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En todas las muestras se observó que la incorporación de 5% de aditivo 
disminuyó la extensibilidad de la masa con respecto a la masa control (M) (Figura 
2.7 a). Por otra parte, sólo la incorporación de los emulsificantes al 5% mostraron un 
valor significativamente menor de trabajo de deformación (W) aplicado a la masa 
durante la extensión alveográfica, con respecto al control (Figura 2.7 b). Esto resulta 
lógico ya que al no existir diferencias significativas en la tenacidad (P) y al disminuir 
la extensibilidad (L), el trabajo de deformación (W) será menor. Esta disminución en 
los parámetro L y W obtenidos a un nivel de emulsificante de 5% puede ser atribuida 
a que concentraciones tan elevadas dan como resultado masas menos extensibles 
debido a que la red de gluten que se genera es muy débil y no es capaz de formar 
Figura 2.7. a) Extensibilidad (L). b) Trabajo de deformación (W). M: masa control, MS: 
masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. Número: % p/p de 
emulsificante. 
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una estructura como la masa control (Figura 2.1). 
Los ensayos farinográficos mostraron que el agregado de SSL a la masa (MS) 
provocó un incremento en la absorción de agua al 0,5% de concentración y luego 
una disminución pronunciada hasta alcanzar un valor mínimo al 5% de 52,7 ± 0,8% 
(Figura 2.8 a). No se observaron diferencias significativas en la masa que contenía 
DATEM (MD) con respecto a la masa control (M) en ninguna de las concentraciones 
ensayadas. El agregado de la mezcla de ambos aditivos (MSD) al 1% y 5% a la 
masa mostró que la absorción de agua disminuyó con respecto a M hasta alcanzar 
un valor de 53,2 ± 0,3% (MSD5), similar al del SSL (Figura 2.8 a).  
La capacidad de absorción de agua está íntimamente relacionada con el almidón. 
Al agregar altas concentraciones de emulsificante este parámetro disminuye. Esto 
podría ser atribuido a la formación del complejo amilosa-emulsificante. En la 
formación de este complejo la cola hidrofóbica del emulsificante se introduciría en el 
interior lipofílico de la hélice de amilosa, quedando la cabeza hidrofílica del aditivo 
(extremo polar) orientada hacia fuera (entorno hidrofílico). La amilopectina, al ser 
ramificada, no forma tan fácilmente dichos complejos con el emulsificante, sino que 
las interacciones que se producen entre ambos ocurrirían en la superficie de los 
gránulos de almidón vía enlaces puente hidrógeno con la cabeza polar del aditivo 
(Gaupp y Adams, 2004; Boutte y Skogerson, 2004; Lakshminarayan y col., 2006). 
Debido a que el SSL posee mayor carácter hidrofílico que el DATEM, su cabeza 
polar interaccionaría mediante uniones puente hidrógeno con la amilopectina. Al 
aumentar la concentración en las muestras de SSL de 0,5 a 5% (Figura 2.8 a) se 
establecerían mayor cantidad de uniones con la amilopectina, por lo que quedarían 
menos sitios disponibles para formar puente hidrógeno con las moléculas de agua, 
disminuyendo así la absorción de la misma. El agregado de la mezcla de ambos 
aditivos (MSD) a la masa mostró un comportamiento análogo a MD al 1%.  
Los tiempos de desarrollo dieron valores entre 12 y 16 min, a excepción de MS5 
que fue muy superior al resto, arrojando un valor de 21,6 min. Las muestras MD1, 
MSD1 y MSD5 mostraron un aumento significativo con respecto a M (Figura 2.8 b). 
El valor tan elevado registrado por la muestra MS5 podría atribuirse, entre otras 
causas, a que como la masa MS5 absorbió una cantidad de agua mucho menor 
tardará más tiempo en llegar a la consistencia óptima. Tiempos de desarrollo muy 
elevados no son deseables en la industria porque implican un consumo de energía 
mayor. 
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Figura 2.8. a) Absorción de agua. b) Tiempo de desarrollo. c) Estabilidad. M: masa 
control, MD: masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. Número: % 
p/p de emulsificante. 
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Al evaluar las características microestructurales obtenidas para esta masa (Figura 
2.1) pudo observarse que la red de gluten formada presentó una textura 
desagregada, por lo tanto se esperaría que la masa preparada con esta cantidad 
elevada de emulsificante presente características texturales deficientes. 
Las muestras MD0,5, MD1, MS5 y MSD0,5 mostraron una estabilidad superior a 
la masa control (M). Resultados similares han sido informados por Tsen y Weber 
(1981) quienes evaluaron el efecto de distintos emulsificantes en niveles de 0,5% p/p 
(b.h.) en las propiedades reológicas de masas elaboradas con harina de trigo. 
Coincidentemente con nuestros resultados, al realizar el ensayo farinográfico estos 
autores observaron que el agregado de 0,5% de DATEM a la masa provocaba un 
aumento en la estabilidad de la misma. Azizi y Rao (2004) evaluaron el 
comportamiento reológico de masas con el agregado de diferentes aditivos. Las 
muestras que contenían DATEM 0,5% (b.h.) mostraron una estabilidad superior a la 
masa control. Sin embargo, a diferencia de lo obtenido en nuestros ensayos también 
encontraron que las masas elaboradas con 0,5% de SSL presentaban una mayor 
estabilidad. 
La muestra MD5 mostró una disminución pronunciada en la estabilidad hasta 
alcanzar un valor mínimo de 15,1 ± 1,2 min (Figura 2.8 c). Al igual que el SSL, la 
cola hidrofóbica del DATEM forma complejos con la amilosa del almidón, pero a 
diferencia de éste, a pesar de poseer un residuo polar (residuo del ácido diacetil 
tartárico) formaría uniones puente hidrógeno con la amilopectina en menor 
proporción, lo que conllevaría a una desestabilización de la matriz, debido a la alta 
concentración de emulsificante (5%), que daría como resultado una masa menos 
estable.  
La masa con SSL al 0,5% no mostró diferencias significativas con respecto al 
control, mientras que al 1% y al 5% arrojó valores de 18,0 ± 1,0 min y 25,4 ± 0,5 min, 
respectivamente. Para la mezcla de ambos aditivos (MSD) sólo la concentración de 
0,5% mostró un aumento significativo con respecto a la masa control (26,1 ± 0,6 min) 
(Figura 2.8 c).  
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2.4 Efecto de los emulsificantes sobre las propiedades reológicas 
de masas 
 
2.4.1 Textura y relajación de masas   
 
La dureza de las masas que contenían 5% de SSL (MS5) y de la mezcla de 
ambos emulsificantes (MSD5) fue significativamente mayor a la de la masa control 
(M) (Figura 2.9 a), siendo MS5 la de mayor dureza (3,48 ± 0,03 N). Como 
observamos anteriormente, a nivel de 5% en la mezcla de ambos aditivos el que 
gobierna el efecto es el SSL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.9. Dureza (a) y Consistencia (b) para el Análisis de Perfil de Textura (TPA). 
M: masa control, MD: masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. 
Número: % p/p de emulsificante. 
a) 
b) 
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Con el agregado de 1% de emulsificante se obtuvieron masas menos duras que la 
masa control (M) para todas las muestras evaluadas, siendo la de menor valor (1,55 
N) la masa preparada con DATEM (MD1). Al 0,5% de aditivo todas las masas 
presentaron una dureza inferior a la de la muestra control (M), siendo la muestra con 
SSL (MS0,5) la que arrojó el menor valor (1,70 N) (Figura 2.9 a). 
Los resultados obtenidos para la consistencia, como era de esperar por la relación 
entre ambos parámetros, mostraron la misma tendencia que para la dureza (Figura 
2.9 b).   
La masas con SSL (MS5) y la mezcla de ambos aditivos (MSD5) al 5% fueron 
más adhesivas que la masa control (M), con un valor máximo de 8,73 ± 0,02 N.s 
para MS5 (Figura 2.10). A excepción de las masas anteriores y también de MSD0,5, 
todas las demás muestras presentaron una adhesividad menor que la masa control 
(M) (Figura 2.10), especialmente MD1 (5,27 ± 0,45 N.s) y MSD1 (5,81 ± 1,07 N.s). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La cohesividad y elasticidad mostraron comportamientos análogos (Figura 2.11). 
Para ambos parámetros las muestras que presentaron menores valores fueron MD1 
(0,71 ± 0,02 y 0,73 ± 0,02, respectivamente) y MS5, la cual presentó el menor valor 
de cohesividad (0,67 ± 0,01) y  de elasticidad (0,69 ± 0,02). La elasticidad obtenida 
del TPA es la capacidad que presenta la masa para retornar a su estado inicial luego 
Figura 2.10. Adhesividad para el Análisis de Perfil de Textura (TPA). M: masa control, 
MD: masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. Número: % p/p de 
emulsificante.   
Resultados - Capítulo 2 
 136
aplicar una fuerza. El valor tan bajo de elasticidad obtenido para la muestra MS5 
puede estar relacionado con que a altas concentraciones de SSL (5%) la matriz de 
gluten que se formó fue mucho más débil que la de la masa control (M) (Figura 2.1), 
esta matriz presentó una textura desagregada generando una masa mucho menos 
elástica.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Resultados similares han sido reportados por Indrani y Rao (2003), quienes 
prepararon masas elaboradas con harina de trigo, sal, azúcar, huevos, aceite y agua 
(“parotta”). Se analizaron los parámetros de textura de dichas masas con el 
agregado de DATEM y SSL al 0,5%, entre otros aditivos. Los resultados obtenidos 
Figura 2.11. Cohesividad (a) y Elasticidad (b) para el Análisis de Perfil de Textura 
(TPA). M: masa control, MD: masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-
DATEM. Número: % p/p de emulsificante.
a) 
b) 
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por estos autores mostraron una disminución en los valores de dureza y adhesividad 
en presencia de los emulsificantes, con un aumento en la cohesividad.  
Manohar y Rao (1999) estudiaron el efecto del agregado de SSL, entre otros 
aditivos, sobre las propiedades reológicas de masas elaboradas con harina de trigo. 
Coincidentemente con los resultados obtenidos en esta tesis, estos autores 
encontraron que concentraciones de 0,5% de este emulsificante disminuyeron la 
dureza, la consistencia y la adhesividad de la masa control. 
   
Con el fin de estudiar la respuesta a largo plazo de la masa frente a un esfuerzo 
constante se realizaron ensayos de relajación. Estos ensayos muestran cómo, en 
una masa que ha sido sometida a una deformación, los segmentos de cadena 
poliméricos se reacomodan y toman la posición energéticamente más favorable (la 
de menor energía libre) liberando los esfuerzos internos del material. 
Las curvas de esfuerzo de relajación fueron analizadas según el modelo de 
Maxwell y ajustadas mediante un análisis de decaimiento exponencial de segundo 
orden. Todas las muestras presentaron una curva de relajación similar, como la 
presentada en la Figura 2.12 correspondiente a la variación de la respuesta 
(esfuerzo) en función del tiempo para una masa con 1% de DATEM, sometida a una 
deformación por compresión (40%).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 2.12. Curva de esfuerzo-relajación para una masa con 1% de DATEM ajustada 
por el modelo de Maxwell. ■ Datos experimentales, — Curva ajustada. R2= 0,98. 
 1  2 3 
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La curva presenta claramente tres zonas: la primer zona (1), de rápido 
decaimiento; la tercer zona (3) con la menor pendiente que se aproxima a un valor 
de equilibrio; y una segunda zona (2) intermedia (Rodríguez-Sandoval y col., 2009).  
Según informes previos, las medidas del esfuerzo de relajación en masas y gluten 
han demostrado que el comportamiento de relajación de las masas puede ser 
descripto mediante dos procesos: una relajación rápida (0,1-10 s) y un proceso lento 
(10-10.000 s). La primera ha sido asociada con moléculas pequeñas que relajan 
rápidamente, y la segunda ha sido relacionada a polímeros de alta masa molecular 
que componen el gluten que relajan lentamente (Dobraszczyk y Morgenstern, 2003; 
Li y col., 2003). 
En la Tabla 2.3 se muestran los parámetros del esfuerzo de relajación obtenidos 
según el modelo de Maxwell para cada muestra. En todos los casos el R2 alcanzado 
fue igual o mayor a 0,98. Los módulos de relajación E1, E2 y E3 están relacionados 
con la dureza y/o elasticidad de la masa; a mayor valor de E la masa será más dura.  
 
Tabla 2.3. Parámetros de esfuerzo de relajación según el modelo de Maxwell para masas 
sin aditivo (Control) y con los distintos emulsificantes. M: masa control, MS: masa + SSL, 
MD: masa + DATEM, MSD: masa + SSL-DATEM. Números: % p/p de emulsificante. 
 
 E1 (kPa)* E2 (kPa)* E3 (kPa)* λ rel1 (s)* λ rel2 (s)* 
M 1,05c 2,72c 0,50d 282,4ab 6,79bc 
MS0,5 0,92de 2,25d 0,38f 263,4c 5,85d 
MS1 1,09cd 2,48cd 0,51de 278,8abc 6,74abc 
MS5 1,95a 4,50a 1,52a 268,3bc 7,33a 
MD0,5 1,05c 2,52cd 0,43def 276,5bc 6,61bc 
MD1 1,07cd 2,49d 0,43def 270,6bc 6,27bc 
MD5 0,88e 2,20d 0,51def 291,6a 6,46c 
MSD0,5 1,02cd 2,48cd 0,41ef 265,0c 6,32cd 
MSD1 1,33b 3,06b 0,66c 272,8bc 7,18ab 
MSD5 1,32b 3,12b 0,85b 275,0bc 7,00ab 
  *Letras diferentes en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p≤0,05). 
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Como puede observarse en la Tabla 2.3, la masa con SSL al 5% (MS5) es la que 
arrojó mayores valores para los tres módulos de relajación. Las masas con la mezcla 
de ambos emulsificantes (MSD) al 1% y 5% mostraron valores de E inferiores a los 
de MS5, pero significativamente mayores a todas las demás muestras. Por otra 
parte, las masas MD5 y MS0,5 fueron las que arrojaron menores valores de E1 
(Tabla 2.3). 
Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en los ensayos de TPA para 
el parámetro dureza. La masa MS5 resultó ser la de mayor dureza seguida de 
MSD5, siendo concordante con los valores de E hallados para los ensayos de 
relajación. Mientras que las muestras MS0,5 y MD5 fueron las que presentaron 
menor dureza y arrojaron menores valores de E.   
El tiempo de relajación (λrel) es el cociente entre la viscosidad (n) y el módulo 
elástico (E); es un parámetro que da idea del grado de relajación de la muestra en 
las diferentes zonas de la curva de relajación. En la Tabla 2.3 se observa que, para 
λrel1, sólo las masas MS0,5 y MSD0,5 mostraron una disminución significativa con 
respecto al control (M) con valores de 263,4s y 265,0s, respectivamente. En el caso 
de λrel2 la masa MS0,5 también mostró una disminución en este parámetro con 
respecto a M, observándose el mismo comportamiento que para λrel1. La muestra 
MS5 fue la única que mostró un λrel2 mayor a M evidenciando un mayor grado de 
relajación en la segunda parte del ensayo.  
 
 
2.4.2 Viscoelasticidad de masas   
 
La influencia de los emulsificantes en la viscoelasticidad de las masas se estudió 
mediante ensayos de reometría dinámica. En la Figura 2.13 puede observarse que 
el módulo de almacenamiento (G’) fue mayor que el módulo de pérdida (G”) en todo 
el rango de frecuencias analizado. Esta relación que se observa entre los módulos 
(G’ > G”) se presentó en todas las muestras ensayadas, e indica que predomina en 
el sistema el comportamiento elástico sobre el viscoso.  
Al evaluar la viscoelasticidad de las masas se observó que a medida que 
incrementa la concentración de emulsificante en la formulación aumentan el módulo 
G’  y G” (Tabla 2.4).  
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Los resultados obtenidos muestran que existe una tendencia a aumentar los 
valores de G’ y G” con el aumento de la concentración de SSL (Tabla 2.4). Esta 
tendencia también fue informada por Shiau (2004) para masas con harina de trigo y 
con el agregado de distintos emulsificantes. Los estudios de reometría de estos 
autores realizados en el rango de temperatura 30-50 ºC en masas preparadas con 
SSL en niveles entre 0,5-1,5% (base harina) mostraron que a medida que 
aumentaba la concentración de aditivo aumentaban significativamente los valores de 
G’ y G”. 
En nuestro caso, los resultados obtenidos (1 Hz) para la tangente del ángulo de 
desfasaje (tan δ = G”/G’) mostraron que todas las masas al 0,5% y MD1 presentaron 
valores superiores a la masa control (M), dichos resultados demuestran que las 
mismas poseen un carácter más viscoso, mientras que la masa MS5 resultó la más 
elástica con el menor valor de tan δ (Figura 2.14). 
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Figura 2.13. Relación entre el módulo de almacenamiento (G’) y el módulo de pérdida 
(G”) para la masa control. 
Resultados - Capítulo 2 
 141
Tabla 2.4. Módulo de almacenamiento (G’) y módulo de pérdida (G”) para masas sin aditivo 
(Control) y con los distintos emulsificantes. M: masa control, MS: masa + SSL, MD: masa + 
DATEM, MSD: masa + SSL-DATEM. Números: % p/p de emulsificante. 
 
 G’ (kPa)* G” (kPa)* 
M 14,7e 4,93f 
MS0,5 14,4e 5,13f 
MS1 17,4d 5,47ef 
MS5 42,5a 12,3a 
MD0,5 14,1e 5,13f 
MD1 19,4cd 7,00cd 
MD5 17,3d 5,29f 
MSD0,5 17,1d 6,20cd 
MSD1 21,9bc 7,68b 
MSD5 24,5b 8,06b 
*Letras diferentes en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p<0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.14. Tangente del ángulo de desfasaje (tan δ). M: masa control, MD: 
masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. Número: % de 
emulsificante. 
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El carácter elástico medido mediante ensayos en el rango de viscoelasticidad 
lineal suele no ser comparable con la elasticidad medida en un ensayo de grandes 
deformaciones como lo es el análisis de textura ya que la forma en la que se suele 
medir el parámetro relacionado con la elasticidad no es equivalente. En general la 
elasticidad medida por TPA es inversamente proporcional a la dureza ya que a 
grandes deformaciones muestras mas duras suelen ser menos elásticas. En cambio 
la elasticidad medida en condiciones de no deformación es un parámetro 
relacionado con la estructura intrínseca del material, observándose para muestras 
más estructuradas (posiblemente más duras) menores valores de tan δ que 
representan un predominio del comportamiento elástico sobre el viscoso. 
El aumento en la dureza como en los parámetros G’ y G” al agregar 5% de SSL 
puede ser atribuido al tipo de interacción entre el emulsificante y el gluten. Es posible 
que la cola lipofílica del SSL se una a los sitios hidrofóbicos de la proteína, 
permitiendo que la carga negativa del aditivo se incorpore al complejo proteína-lípido 
promoviendo la agregación de las proteínas y provocando un aumento en la dureza 
y una disminución en la elasticidad de la masa determinada a grandes 
deformaciones (Stauffer, 1990). 
 
 
2.5 Conclusiones parciales 
 
Al caracterizar la harina de trigo utilizada en este trabajo de tesis, pudo 
comprobarse que la misma es apta para panificación, ya que los parámetros 
ensayados se encuentran dentro de las normas establecidas por el CAA. 
El agregado de SSL y DATEM a la masa provocó cambios en la matriz de la 
misma que fueron confirmados por diversos ensayos. La incorporación de altas 
concentraciones de emulsificantes (5% p/p) provocó cambios en la red de gluten, 
con la consecuente modificación en la conformación de la matriz de la masa. Estas 
modificaciones se vieron reflejadas en las características texturales de la misma, 
generándose con el agregado de 5% de SSL masas con una dureza y consistencia 
demasiado elevadas. Estas masas también presentaron baja absorción de agua y 
tiempos de desarrollo muy altos, condiciones no recomendables para la industria 
panadera. Por su parte las masas con DATEM al 5% p/p a pesar de presentar una 
dureza y consistencia aceptables fueron muy poco estables, esto sugiere que 
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niveles muy elevados de este aditivo no serían recomendables ya que podrían 
provocar el colapso de la masa durante la fermentación y/o horneado de los panes. 
Por lo tanto, el agregado de ambos emulsificantes en concentraciones elevadas 
genera una desestabilización en la masa que impediría el adecuado desarrollo de la 
misma. 
El agregado de 1% de SSL generó una masa con estructura abierta de la cual 
pudieron extraerse agregados solubles de alta masa molecular. Esto  sugiere que un 
emulsificante cargado como el SSL favorecería la disociación de agregados 
proteicos en la masa. Por su parte el DATEM no permitió la extracción de dichos 
agregados de la matriz. La ausencia de estos polipéptidos en el extracto soluble 
sugiere una posible participación de los mismos en la estabilización de los 
agregados insolubles que estabilizan la matriz del gluten.    
La incorporación de 0,5% y 1% de ambos emulsificantes dio como resultado 
masas menos duras, consistentes y adhesivas que la masa sin aditivo, demostrando 
así la capacidad de estos aditivos para ablandar o hacer menos duras las masas y 
así mejorar sus características texturales. De esta manera, el agregado a la masa de 
SSL y DATEM en concentraciones inferiores a 1% conllevaría a la obtención de 
panes que desarrollen un mayor volumen y que presenten una miga más suave y 
esponjosa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 3 
 
 
 
Efecto de los emulsificantes en panificación 
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3.1 Capacidad de expansión de la masa durante la fermentación de 
masa  
 
En la Figura 3.1 se muestra una curva típica de fermentación de masa obtenida 
para todas las muestras ensayadas. En la misma se puede observar que, a medida 
que transcurre el tiempo, el volumen aumenta en forma exponencial hasta alcanzar 
un valor máximo. A partir de ese momento el volumen se mantiene constante.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados obtenidos para el tiempo de fermentación de acuerdo a la 
ecuación de Chapman (Materiales y Métodos, Inciso 1.12.1), es decir el tiempo 
correspondiente a un aumento de volumen igual a 3/4 del volumen máximo ocupado 
por la masa,  se muestran en la Tabla 3.1. Se puede observar que sólo la muestra 
que contenía SSL 1% (MS1) presentó un tiempo de fermentación significativamente 
mayor con respecto al control (M). En todos los casos el agregado de emulsificante 
provocó un aumento de volumen máximo de fermentación con respecto al control, 
siendo el SSL el que arrojó el mayor volumen. 
Las curvas de fermentación dan un indicio de cómo se comportará la masa al 
momento de ser utilizada en la panificación, de esta manera, y basándonos en los 
datos obtenidos, podremos esperar que los panes elaborados con el agregado de 
emulsificantes presenten un volumen mayor que el control.    
Figura 3.1. Curva de fermentación para la masa control. 
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Tabla 3.1. Tiempo de fermentación de las muestras de masas. M: masa control, MS1: masa + SSL 
1%, MD1: masa + DATEM 1%, MSD1: masa + SSL-DATEM 1%.  
 
 M MS1 MD1 MSD1 
Tiempo de 
fermentación* (min) 
44,1b 68,1a 47,4b 54,7b 
Volumen máximo* (mL) 88,8d  136,3a 105,0c
  118,8b 
* Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p ≤ 0,05). 
 
 
3.2 Calidad de los panes obtenidos 
 
En la Figura 3.2 se presentan los resultados hallados para el volumen específico 
de los panes obtenidos. Como se puede observar, todos los panes elaborados con 
los distintos emulsificantes presentaron mayor volumen específico que el pan control 
(P). La muestra que contenía 0,5% de SSL (PS0,5) fue la que presentó mayor 
volumen, seguida de PS1. Los panes con DATEM (PD0,5 y PD1) fueron los que 
menor diferencia de volumen arrojaron con respecto P. Por último la mezcla de 
ambos emulsificantes (PSD) mostró un comportamiento intermedio entre los dos 
aditivos puros.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Efecto de los emulsificantes sobre el volumen especifico del pan. P: pan 
control, PD: pan + DATEM, PS: pan + SSL, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de 
emulsificante. Letras distintas indican que existen diferencias significativas (p≤0,05). 
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Coincidentemente con resultados obtenidos por otros autores (Campbell y col., 
2001), el agregado de emulsificantes provocó un aumento de volumen en los panes 
con respecto al pan control, especialmente para el caso del SSL. Aamodt y col. 
(2005a y b) observaron que al agregar 0,45% de DATEM a la masa se obtenían 
panes con mayor volumen, mayor altura y mayor peso. Por su parte El-Hady y col. 
(1999) estudiaron el efecto del agregado de ácido ascórbico, bromato de potasio, 
SSL y la combinación de estos tres aditivos en panes elaborados a partir de masas 
congeladas. Los resultados obtenidos por estos autores muestran que el volumen de 
pan obtenido con 0,5% p/p (base harina) de SSL fue mayor al alcanzado con el 
control, con valores de 5,07 y 4,93 mL/g de harina, respectivamente.  
Xu y col. (1992) estudiaron el efecto de ciertos aditivos en distintas formulaciones 
de masas y elaboraron panes a los que les determinaron el volumen, la humedad de 
la miga durante el almacenamiento, y la relación entre las características 
amilográficas y la dureza de la miga durante dicho proceso. El volumen de pan 
preparado con 0,5% de SSL o DATEM también resultó mayor al obtenido sin 
emulsificante. A su vez, dicho volumen fue mayor en la muestra que contenía SSL 
que en la de DATEM. Resultados similares han sido informados por Azizi y Rao 
(2004) en cuyos estudios se evaluó el efecto de diversos emulsificantes sobre el 
almacenamiento de panes elaborados con harina de trigo. Los emulsificantes 
utilizados fueron SSL, DATEM, GMS (monoestearato de glicerol) y DGMS 
(monoestearato de glicerol destilado) en un nivel de 0,5%. Los resultados mostraron 
que el volumen de pan obtenido para las muestras que contenían SSL y DATEM fue 
superior al del control y, de manera similar a lo observado por  Xu y col. (1992), el 
SSL fue el que provocó el mayor aumento. 
Por su parte, Gómez y col. (2004) estudiaron la funcionalidad de diversos 
emulsificantes (SSL, DATEM, MG, Polisorbato, entre otros) sobre la calidad de 
panes elaborados con harina de trigo. Evaluaron el aumento de volumen a distintos 
tiempos de fermentación y encontraron que para tiempos de fermentación de 120 
min, tanto el SSL como el DATEM al 0,3% mostraron un mayor volumen de pan que 
la muestra control. Siendo nuevamente el SSL el emulsificante que mayor volumen 
de pan desarrolló.  
El aumento de volumen de pan con el agregado de estos emulsificantes podría 
ser atribuido a que dichos aditivos al ser agregados en bajas concentraciones 
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formarían, como discutimos anteriormente (Capítulos 1 y 2), una red de gluten 
adecuada que se estabilizaría durante el proceso de panificación.  
     
En la Tabla 3.2 se muestran los resultados obtenidos para la determinación de 
color de la corteza de los panes. El valor L* es una medida de la luminosidad de las 
muestras analizadas, este parámetro puede alcanzar valores máximos de 100 (color 
blanco) y mínimos de 0 (color negro). Los panes que contenían SSL en su 
formulación (PS) presentaron valores de L* similares al del pan control (P), mientras 
que los panes con DATEM (PD) mostraron una luminosidad mayor a la observada 
en P (Tabla 3.2). Las muestras con la mezcla  SSL-DATEM (PSD) mostraron valores 
de L* intermedios.  
 
Tabla 3.2. Valores de L*, a* y b* de color de la corteza de los panes. P: control, PS: pan con 
agregado de SSL, PD: pan con agregado de DATEM, PSD: pan con agregado de SSL-
DATEM. Números: % p/p de emulsificante. 
 
 L* a* b* 
P 70,3f 5,10a 34,0ab 
PS0,5 71,2def 4,06c 34,1ab 
PS1 70,7ef 4,75ab 33,9b 
PD0,5 72,1b 4,55bc 33,9b 
PD1 73,9a 3,51d 32,8c 
PSD0,5 71,3bcd 4,63ab 34,8a 
PSD1 71,7bc 4,81ab 34,4ab 
  Letras distintas en la misma columna indican que hay diferencias significativas (p≤0,05) 
 
 
Resultados similares fueron obtenidos por Xiujin y col. (2007) para muestras de 
pan francés y de panes chinos preparados al vapor (CSB). En ambos casos 
comprobaron que con el agregado de DATEM en distintas concentraciones (0,03-
0,1%; b.h.) se obtenían panes más blancos comparados con el control. Esto podría 
atribuirse a que el DATEM estaría interfiriendo en la reacción de Maillard, mediante 
la interacción emulsificante-proteína, la cual estaría dificultando la unión proteína-
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azúcar necesaria para la formación del primer intermediario, la base de Shift 
(Whistler y Daniel, 1993). 
El parámetro de color a* varía entre valores negativos correspondientes al color 
verde y valores positivos correspondientes al color rojo. En la Tabla 3.2 puede 
observarse que todos los valores de a* obtenidos fueron positivos, lo que indica que 
la coloración de la corteza de los panes fue principalmente amarillo-rojiza. En las 
muestras PS0,5, PD0,5 y PD1 dicho parámetro disminuyó significativamente con 
respecto al control (P), siendo el pan PD1 el que menor valor mostró. Los resultados 
sugieren que estos panes mostraron una coloración de corteza menos rojiza que la 
del pan sin aditivo.  
El parámetro b* varía entre valores negativos correspondientes al color azul y 
positivos correspondientes al amarillo. Como puede apreciarse en la Tabla 3.2, al 
igual que para el parámetro a*, todos los valores de b* obtenidos fueron positivos, 
por lo tanto, la coloración de la corteza fue predominantemente amarilla. Sólo la 
muestra PD1 presentó un valor de b* significativamente menor que el control (P), por 
lo que el pan elaborado con DATEM al 1% presentó una corteza con coloración 
menos intensa que el pan control (P), coincidente con el menor valor de a* (Tabla 
3.2). La combinación de los valores a* y b* es lo que le confiere el color anaranjado-
amarillento característico a los panes. 
 
Muchos de los atributos de la calidad del pan pueden predecirse a partir del 
conocimiento de ciertas características de la estructura que define la apariencia de la 
miga. A nivel microscópico pueden distinguirse dos fases en la miga de pan: una 
sólida (paredes de las celdas de aire) y una gaseosa (celdas de aire o alvéolos), de 
las cuales la primera se encuentra totalmente conectada (Torquato, 2000), mientras 
que la segunda fase sólo está conectada en forma parcial. La estructura y, por 
consiguiente, las propiedades mecánicas del pan están determinadas por la fracción 
del volumen de ambas fases (Mackenzie, 1950; Ahmed y Jones, 1990) así como por 
la naturaleza de su conectividad (Warren y Kraynik, 1997; Torquato, 1998). En este 
sentido, el desarrollo del gluten a través del proceso de mezclado es fundamental 
para la conformación de la estructura de la miga, cuya densidad está notablemente 
afectada por la agregación de los polímeros de gluten (Zghal y col., 1999). Así, la 
adición de emulsificantes sobre la estructura de la masa tendría influencia directa 
sobre la estructura de la miga del pan resultante. 
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  Al comparar las estructuras de las migas pudo observarse que los panes 
elaborados con DATEM y SSL-DATEM al 0,5% (PD0,5 y PSD0,5) fueron los únicos 
que presentaron un valor de cantidad de alvéolos por unidad de área (N) 
significativamente mayor con respecto al pan control (P) (Figura 3.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La Figura 3.4 muestra el área media (AM) de los alvéolos de la miga de pan. Las 
muestras PS0,5; PS1 y PSD1 mostraron un tamaño medio de alvéolo 
significativamente superior al de la muestra control (P), siendo PS0,5 la que mayor 
valor arrojó (0,021 cm2) (Figura 3.4). El alto valor observado para PSD1 podría ser 
atribuido a la presencia del 0,5% de SSL en la mezcla. 
Comparando los resultados mostrados en las Figuras 3.3 y 3.4 se observó que las 
muestras PD0,5 y PSD0,5 fueron las que mostraron mayor cantidad de alvéolos, 
pero estos fueron de menor tamaño, en comparación con las migas obtenidas con 
1% de emulsificante (PD1 y PSD1). Por lo que la miga resultante de los panes con 
0,5% de DATEM y SSL-DATEM fue más uniforme con alvéolos más pequeños. 
 
 
Figura 3.3. Efecto de los emulsificantes en el número de alvéolos por unidad de área 
(N). P: pan control, PD: pan + DATEM, PS: pan + SSL, PSD: pan + SSL-DATEM. 
Número: % p/p de emulsificante. Letras distintas indican que existen diferencias 
significativas (p≤0,05). 
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La fracción de área total (FA) ocupada por los alvéolos de la miga de pan para 
todos los panes con emulsificantes fue superior al valor de la miga control (P), 
siendo la muestra PS0,5 la que mayor valor presentó (34,3%) (Figura 3.5). Los 
resultados mostraron que el SSL a nivel de 0,5% dio panes con menor N y mayor 
AM y FA, parámetros deseables en una miga abierta y esponjosa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5. Efecto de los emulsificantes en la fracción de área total (FA) ocupada por los 
alvéolos de la miga de pan. P: pan control, PD: pan + DATEM, PS: pan + SSL, PSD: pan 
+ SSL-DATEM. Número: % p/p de emulsificante. Letras distintas indican que existen 
diferencias significativas (p≤0,05). 
Figura 3.4. Efecto de los emulsificantes en el área media de los alvéolos (AM) de la 
miga de pan. P: pan control, PD: pan + DATEM, PS: pan + SSL, PSD: pan + SSL-
DATEM. Número: % p/p de emulsificante. Letras distintas indican que existen 
diferencias significativas (p≤0,05). 
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Estos resultados se correlacionan con el mayor volumen específico de pan 
obtenido para todas las muestras con emulsificantes (Figura 3.2), especialmente 
para la muestra PS0,5, la cual mostró la mayor FA y el mayor volumen específico de 
todos los panes evaluados. 
En la Figura 3.6 se muestran las fotos de las rodajas de los panes obtenidos. En 
dichas fotografías se observa claramente como el agregado de emulsificantes a la 
formulación aumentó el volumen de los panes. También puede apreciarse que el 
agregado de SSL (PS) provocó un mayor aumento de volumen de las piezas que la 
incorporación de DATEM (PD). La mezcla de ambos aditivos (PSD) mostró un 
volumen intermedio. Por otra parte, también se observa que las muestras PD0,5 y 
PSD0,5 son las que presentaron una miga más cerrada con alvéolos más pequeños 
y uniformes, mientras que las migas de los panes PS0,5, PS1 y PSD1 mostraron un 
tamaño de alvéolos mayor. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P PD0,5 PD1 
PS0,5 PS1 P 
PSD0,5 PSD1 P 
Figura 3.6. Fotos de rodajas de panes obtenidos a partir de masas con el 
agregado de emulsificantes. P: pan control. PD: pan + DATEM. PS: pan + 
SSL. PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de emulsificante. 
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3.3 Estabilidad de los panes frente al almacenamiento 
 
Existen parámetros de calidad importantes a tener en cuenta a la hora de analizar 
el efecto de los aditivos en el pan. Algunos de los más utilizados son los obtenidos a 
partir del análisis de perfil de textura (TPA) de la miga, ya que se relacionan 
frecuentemente con la percepción del consumidor. Por lo general los consumidores 
prefieren panes con una corteza crujiente y con una miga tierna y aireada. La 
pérdida de frescura del pan durante el almacenamiento disminuye la aceptabilidad 
de los consumidores. Este fenómeno se conoce como envejecimiento del pan e 
incluye los siguientes procesos: endurecimiento de la miga, pérdida de crujibilidad de 
la corteza y deterioro de las propiedades organolépticas (Cauvain, 1998).  
En la Figura 3.7 se muestran los resultados obtenidos para la dureza de la miga 
durante el período de almacenamiento. Como se puede observar, a tiempo 0 (pan 
fresco), el agregado de emulsificantes disminuyó significativamente la dureza de la 
miga, siendo el pan con DATEM al 0,5% (PD0,5) la muestra que menor diferencia 
presentó con respecto al pan control (P). Esta tendencia se observó durante todo el 
período de almacenamiento, a pesar de que el almacenamiento (24 y 72 h) provocó 
un aumento de la dureza de la miga, en forma más pronunciada, en ausencia de 
emulsificantes. Estos resultados sugieren que dichos aditivos mitigaron el aumento 
de dureza del pan durante el almacenamiento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7. Efecto de los emulsificantes sobre la Dureza de la miga de pan durante 
72 h de almacenamiento (T = 20 ºC, Hrel = 74 %) P: pan control, PS: pan + SSL, 
PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de emulsificante. 
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Al evaluar las muestras a las 72 h de almacenamiento, si bien todas las migas 
fueron más blandas que la miga control (Figura 3.7), los emulsificantes mostraron 
diferencias entre sí (Figura 3.8). Las migas que contenían DATEM (PD0,5 y PD1) 
mostraron una dureza superior a las migas con SSL (PS) y SSL-DATEM (PSD). 
También se observó que las migas que contenían SSL (PS0,5 y PS1) y SSL-DATEM 
al 1% (PSD1) fueron las que menor valor de dureza mostraron. De esta manera el 
SSL sería un emulsificante más efectivo que el DATEM a la hora de minimizar el 
aumento de la dureza de la miga durante el almacenamiento del pan. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Tabla 3.3 se muestran las ecuaciones de cada una de las rectas mostradas 
en la Figura 3.7, las cuales representan la dureza de la miga durante el 
almacenamiento. La pendiente de cada recta nos proporciona una idea de la 
velocidad de endurecimiento de la miga de pan. Como puede observarse en la Tabla 
3.3, para todos los niveles de emulsificantes se obtuvieron valores de pendientes 
inferiores a la muestra control (P), esto significa que ambos emulsificantes son 
capaces de retardar el envejecimiento del pan. Las muestras que contenían SSL 
(PS) fueron las que presentaron el mínimo valor de pendiente, por lo tanto la 
velocidad de endurecimiento lograda con este aditivo fue menor que para  PD, PSD 
y P. Las muestras PD fueron las que menos diferencia presentaron con respecto al 
Figura 3.8. Efecto de los emulsificantes sobre la Dureza de la miga de pan a las 72 h de 
almacenamiento (T = 20 ºC, Hrel = 74 %). P: pan control, PS: pan + SSL, PD: pan + 
DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de emulsificante. Letras distintas 
indican que existen diferencias significativas (p≤0,05). 
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control, mientras que la mezcla de ambos aditivos (PSD) mostró un comportamiento 
intermedio.    
Resultados similares fueron encontrados por Pisesookbunterng y D'Appolonia 
(1983); en sus estudios comprobaron que el agregado de SSL al 0,5% disminuía la 
dureza de la miga de pan fresco, como así también del pan almacenado durante 24 
y 96 h. Xu y col. (1992) observaron que el agregado de 0,5% de DATEM y SSL a los 
panes provocó una disminución en la dureza de la miga con respecto al control a las 
24, 48 y 120 h. de almacenamiento. En sus ensayos también mostraron que el SSL 
fue el aditivo que menor dureza presentó con respecto al control. Resultados 
análogos fueron hallados por Azizi y Rao (2004) en panes frescos (sin almacenar), 
quienes observaron que tanto el SSL como el DATEM al 0,5% dieron migas más 
blandas que la obtenida en el pan sin el agregado de emulsificantes. Al igual que lo 
observado por Xu y col. (1992), el SSL fue el aditivo que mostró la miga mas blanda.   
 
Tabla 3.3. Ecuaciones de las rectas mostradas en la Figura 3.7. P: pan control, PS: pan con 
agregado de SSL, PD: pan con agregado de DATEM, PSD: pan con agregado de SSL-
DATEM. Y= Dureza (N), x = tiempo (horas). Números: % p/p de emulsificante. 
 
 Ecuación de la recta 
P Y = 0,1621x + 6,4157 
PS0,5 Y = 0,0498x + 2,7800 
PS1 Y = 0,0533x + 2,5143 
PD0,5 Y = 0,0872x + 4,2086 
PD1 Y = 0,0968x + 2,2429 
PSD0,5 Y = 0,0633x + 2,8543 
PSD1 Y = 0,0561x + 2,3814 
 
Por su parte, Koocheki y col. (2007) estudiaron el efecto del agregado de DATEM 
en concentraciones de 0,25; 0,5; 0,75 y 1% y comprobaron que para todas ellas el 
DATEM disminuía la firmeza de la miga del pan luego de una hora de cocido y 
durante su almacenamiento (24, 48 y 72 h).  
La disminución de la dureza por parte de los emulsificantes estaría asociada al 
fenómeno de gelatinización de almidón. Durante este proceso la mayoría de los 
Resultados - Capítulo 3 
 156
gránulos de almidón absorbe agua y cambian su estado semi-cristalino a un estado 
amorfo. Este cambio facilita la movilidad molecular en las regiones amorfas, 
permitiendo el hinchamiento de los gránulos, los cuales se expanden al mismo 
tiempo que los polímeros se hidratan. En esta transición parte de las moléculas de 
amilosa se escapan del gránulo (Hug-Iten y col., 1999; Gray y Bemiller, 2003). 
Durante la cocción, los emulsificantes interactúan con las moléculas de almidón 
disminuyendo la hinchazón de los gránulos. Este fenómeno se daría al interaccionar 
la cola hidrofóbica del emulsificante con la hélice de la molécula de amilosa, formado 
el complejo amilosa-emulsificante (Ponte y col., 1973; Ribotta y col., 2004) y la 
cabeza hidrofílica (especialmente en el caso del SSL, HLB=21) con la amilopectina 
mediante uniones puente hidrógeno. Debido a que los gránulos de almidón se 
hinchan menos, la solubilización de las moléculas de almidón será menor, con lo que 
habrá menor interacción entre el almidón y las proteínas del gluten, y por lo tanto, la 
dureza de la miga disminuirá (Martin y col., 1991; Hug-Iten y col., 2001; Gray y 
Bemiller, 2003).  
La consistencia de las migas (Figura 3.9) mostró la misma tendencia que la 
observada para la dureza (Figura 3.7). La miga del pan control (P) fue la que mayor 
consistencia mostró a lo largo de todo el período de almacenamiento, seguida de la 
muestra que contenía 0,5% de DATEM (PD0,5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.9. Efecto de los emulsificantes sobre la Consistencia de la miga de pan 
durante 72 h de almacenamiento (T = 20 ºC, Hrel = 74 %). P: pan control, PS: pan + 
SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de 
emulsificante. 
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La cohesividad es una propiedad relacionada con la integridad del sistema, es 
decir con la fuerza de las uniones internas del material. En el caso de la miga de 
pan, una baja cohesividad se puede evidenciar en la muestra como una estructura 
que se desgrana fácilmente. Con el aumento del tiempo de almacenamiento todas 
las muestras mostraron una disminución progresiva en su cohesividad. A tiempo 
cero no se encontraron diferencias significativas de las muestras que contenían 
emulsificantes con respecto a la miga control (P), presentando la miga sin 
emulsificante un valor de cohesividad de 0,532. Al cabo de 24 h de almacenamiento 
todas las migas con emulsificantes mostraron mayor cohesividad que P, siendo la 
muestra con 1% de DATEM (PD1) la más cohesiva (Figura 3.10). Por lo tanto, según 
lo mencionado anteriormente la muestra P se desgranaría más fácilmente que las 
muestras con 0,5% y 1% de emulsificante y más aún que la muestra PD1. A las 72 h 
de almacenamiento sólo la muestra PSD1 presentó una cohesividad 
significativamente mayor a la de la miga control (P, 0,357) con un valor de 0,382.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Otro parámetro importante a evaluar es la elasticidad. Es deseable que la miga 
tenga cierto grado de elasticidad, aunque no muy elevado para evitar que resulte 
muy gomosa. Al igual que lo observado para la cohesividad, a medida que aumentó 
el tiempo de almacenamiento todas las muestras mostraron una disminución 
Figura 3.10. Efecto de los emulsificantes sobre la Cohesividad de la miga de pan a 
las 24 h de almacenamiento (T = 20 ºC, Hrel = 74 %). P: pan control, PS: pan + 
SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de 
emulsificante. Letras distintas indican que existen diferencias significativas 
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progresiva en su elasticidad. Sólo las muestras que contenían SSL (PS0,5 y PS1) a 
tiempo cero mostraron una elasticidad inferior a la de la miga control (P), siendo la 
muestra PS1 la que menor valor presentó (0,688). A las 24 horas de 
almacenamiento todas las migas presentaron una elasticidad superior a la de P 
(Figura 3.11). La muestra que contenía DATEM al 1% (PD1) fue la que mayor valor 
arrojó (0,605). A las 72 horas de almacenamiento sólo la muestra PSD1 mostró una 
elasticidad significativamente mayor a la de la miga control (P, 0,402), con un valor 
de 0,442.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Tabla 3.4 se muestran los resultados obtenidos para la humedad de la miga 
durante el almacenamiento. En el caso del pan fresco, sólo los panes que contenían 
DATEM en su formulación (PD) mostraron una humedad significativamente menor 
que el pan control (P). Los resultados sugieren que el SSL sería el emulsificante más 
eficiente en la retención de agua en la miga de pan fresco, fenómeno atribuible al 
tipo de interacción entre el SSL y las proteínas y/o almidón, y especialmente al tipo 
de interacción establecida con el agua. 
Todas las muestras mostraron con el aumento del tiempo de almacenamiento una 
disminución en la humedad de la miga. Este fenómeno se debe a que a medida que 
el pan comienza a enfriarse luego de ser horneado se genera un gradiente de 
Figura 3.11. Efecto de los emulsificantes sobre la Elasticidad de la miga de pan a las 
24 h de almacenamiento (T = 20 ºC, Hrel = 74 %). P: pan control, PS: pan + SSL, PD: 
pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de emulsificante. Letras 
distintas indican que existen diferencias significativas (p≤0,05). 
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humedad en la hogaza (Piazza y Masi, 1995). Las diferencias de presión de vapor 
que se generan entre la corteza y las regiones internas de la pieza de pan dan como 
resultado una migración de agua de la miga hacia la corteza. Durante el 
almacenamiento el gluten incrementa su dureza debido a la transferencia de agua 
desde el gluten hacia el almidón o hacia la corteza del pan (Pisesookbunterng y 
D´Appolonia, 1983; Baik y Chinachoti, 2000). A medida que transcurre el tiempo este 
fenómeno continúa y el contenido de humedad en el centro de la pieza de pan 
disminuye, mientras que en las regiones externas aumenta (Baik y Chinachoti, 2000; 
Gray y Bemiller, 2003). A las 24 h todos los panes, excepto aquel que contenía 1% 
de SSL (PS1) mostraron una humedad inferior a la de P, siendo PS0,5 y PSD0,5 las 
que menores valores presentaron. A las 72 h de almacenamiento pudo observarse 
que, al igual que a las 24 h, todas las muestras mostraron una humedad inferior a la 
de la muestra control. Las migas que contenían 1% de emulsificante (PS1, PD1 y 
PSD1) fueron las que menor diferencia mostraron con respecto a P, mientras que las 
migas con 0,5% de aditivo (PS0,5, PD0,5 y PSD0,5) presentaron una diferencia 
mayor de humedad con respecto a la miga control (P) (Tabla 3.4). Los emulsificantes 
resultaron poco efectivos en la retención de agua de la miga durante el 
envejecimiento del pan.   
 
Tabla 3.4. Porcentaje de humedad de las migas de pan durante el periodo de 
almacenamiento (0, 24 y 72 h) (T = 20 ºC, Hrel = 74 %). P: pan control, PS: pan + SSL, PD: 
pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de emulsificante. 
  
 0 horas* 24 horas* 72 horas* 
P 42,3a 40,4a 37,6a 
PS0,5 41,7ab 35,6c 28,1e 
PS1 42,3a 38,0ab 33,9b 
PD0,5 40,8c 36,4bc 30,2cd 
PD1 41,2bc 36,9bc 33,6b 
PSD0,5 41,5abc 35,4c 29,1de 
PSD1 41,5abc 37,3bc 31,8bc 
   * Letras distintas en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p≤0,05) 
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Resultados similares fueron encontrados por Xu y col. (1992). Estos autores 
estudiaron el efecto del agregado de 0,5% de SSL y DATEM (entre otros aditivos) 
sobre la firmeza de la miga, la pérdida de humedad y las características 
amilográficas durante el almacenamiento (1, 2 y 5 días) de panes elaborados con 
harina de trigo. Sus resultados mostraron que los emulsificantes incrementaron la 
pérdida de humedad de la miga con respecto al pan sin aditivo a lo largo del período 
de almacenamiento. 
Estos resultados sugieren que el agregado de SSL y DATEM disminuye la 
humedad de la miga a medida que aumenta el tiempo de almacenamiento. Esto 
podría atribuirse a que dichos emulsificantes al adsorberse en la superficie de los 
gránulos de almidón dificultarían que dichos gránulos absorban el agua liberada por 
el gluten durante el almacenamiento, permitiendo de esta manera que la misma 
quede libre y migre desde la miga hacia la corteza (Pisesookbunterng y D´Appolonia, 
1983; Xu y col., 1992).   
 
 
 3.4 Comportamiento térmico de las masas durante la cocción y 
almacenamiento. 
 
Los cambios de estructura y conformación de los polímeros de la harina durante 
el calentamiento de la masa de pan que influyen en la funcionalidad de las proteínas 
y el almidón, se pueden determinar por el estudio de las propiedades térmicas 
mediante calorimetría diferencial de barrido (DSC). Con esta técnica se puede 
simular el proceso de horneado del pan, ya que en ella se realiza un barrido de 
temperatura en el cual la masa se va cociendo dentro de la cápsula de aluminio 
(Arntfield y col., 1990).  
En la Figura 3.12 se muestra un termograma típico obtenido para las muestras en 
el que se observan tres endotermas. El proceso de gelatinización presentó dos picos 
endotérmicos, comportamiento que se observa cuando la muestra a evaluar tiene 
una cantidad de agua restringida, en dicho caso el pico de gelatinización del almidón 
se desdobla en dos. El primer pico (G) está asociado con la gelatinización 
propiamente dicha del almidón, mientras que el segundo (F) corresponde a la 
energía requerida para fundir las estructuras cristalinas más estables (Biliaderis, 
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1983; León y col., 1997; Ribotta y col., 2004). También puede observarse un tercer 
pico endotérmico que corresponde a la disociación del complejo amilosa-lípido (AL) 
(Jovanovich y col., 1992; Jovanovich y Añón, 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
La temperatura de gelatinización de la masa fresca fue 71 ºC para el pico G y 91 
ºC para el F. Los emulsificantes aumentaron levemente la temperatura de 
gelatinización, que en promedio fue de alrededor de 74 ºC y 94 ºC para G y F, 
respectivamente (Stauffer, 1991; Whitehurst, 2004). La retrogradación del almidón 
durante el almacenamiento a 20 ºC, ya al primer día, provocó una disminución de la 
temperatura de gelatinización de aproximadamente 20 ºC (≅ 55 ºC) sin grandes 
modificaciones en F (89-92 ºC). Los valores de temperatura (G y F) obtenidos para 
retrogradación en la masa control no fueron modificados por los emulsificantes. El 
efecto de los emulsificantes se vio reflejado en cambios en los valores de las 
entalpías de gelatinización y retrogradación. 
En la Tabla 3.5 se muestran los valores de entalpía obtenidos en los ensayos de 
gelatinización y retrogradación de almidón. Como puede observarse para el proceso 
de gelatinización, todos los emulsificantes provocaron una disminución de la 
entalpía, siendo la muestra PS0,5 la que menor valor presentó (Tabla 3.5).  
 
 
Figura 3.12. Termograma obtenido mediante DSC para la gelatinización de la masa 
control (sin aditivo). Endotermas: G, gelatinización del almidón. F, fusión de los 
cristales más estables. AL, disociación complejo amilosa-lípido.  
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Tabla 3.5. Entalpías de gelatinización y retrogradación para las distintas muestras. P: pan 
control, PS: pan + SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p de 
emulsificante.  
 
 ∆H (J/g masa seca)* 
 Gelatinización 1 día 3 días 7 días 
P 5,09a  1,64a 4,56a 5,55a 
PS0,5 3,35c 0,21e 0,99e 2,42d 
PS1 3,85bc 0,02f  1,20e 4,41b 
PD0,5 4,32b 1,04b 2,09c 4,33b 
PD1 4,09b 0,86c 1,64d 3,61c 
PSD0,5 4,18b 0,49d 2,68b 4,42b 
PSD1 3,98bc 0,27e 0,24f 2,35d 
    * Letras distintas en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p≤0,05) 
 
Como se hizo mención anteriormente la reducción en la entalpía de gelatinización 
con el agregado de emulsificantes a la masa estaría mediada por dos hechos. Por 
un lado la cola hidrofóbica del emulsificante se uniría a la hélice de amilosa 
formando el complejo amilosa-emulsificante. Por otro lado la cabeza hidrofílica del 
aditivo (principalmente del SSL) se uniría a la amilopectina mediante enlaces puente 
hidrógeno. De esta manera la absorción de agua por parte de los gránulos de 
almidón disminuiría, con una consecuente disminución de la gelatinización de los 
mismos. Por lo tanto habría menos almidón gelatinizado que sea capaz de 
retrogradar durante el almacenamiento, ya que al interaccionar el emulsificante con 
la amilosa y la amilopectina, habrá menos cantidad disponible de estos polímeros 
gelatinizados para el proceso de retrogradación. 
Durante las primeras horas de almacenamiento la amilopectina no retrograda, o lo 
hace muy lentamente, por lo que la muestra es prácticamente amorfa en su 
totalidad. Es por ello que las entalpías de retrogradación a las 24 h de 
almacenamiento presentaron valores bajos, cercanos a cero (Tabla 3.5). Al 
aumentar este período la amilopectina recristaliza y al calentar la muestra 
nuevamente vuelve a presentar una endoterma (Sandoval y col., 2005). Al evaluar la 
retrogradación del almidón durante el período de almacenamiento, pudo observarse 
que todos los emulsificantes inhibieron en gran medida este proceso, como puede 
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deducirse de los valores muy bajos de entalpía de retrogradación, en comparación 
con la muestra control (P) (Tabla 3.5). A las 24 h de almacenamiento las muestras 
que contenían SSL (PS0,5 y PS1) fueron las que menor grado de retrogradación 
presentaron, seguidas de las muestras PSD y por último las PD. A este tiempo de 
almacenamiento el SSL sería el principal responsable de la disminución de la 
retrogradación en las muestras que contienen la mezcla de ambos aditivos (PSD). A 
los 3 días de almacenamiento la muestra PSD1 arrojó el menor valor de 
retrogradación seguida de las muestras PS. Al comparar las muestras PS con las PD 
se observó nuevamente que el SSL provocó un menor grado de retrogradación en el 
pan que el DATEM a ambas concentraciones (0,5% y 1% p/p). 
Por último a los 7 días de almacenamiento la retrogradación se inhibió más en las 
muestras que contienen SSL en nivel de 0,5% (PS0,5 y PSD1) (Tabla 3.5), 
sugiriendo que el SSL gobernaría el comportamiento de la masa PSD1 (SSL 0,5% + 
DATEM 0,5%).  
 
Diversos estudios han demostrado que los surfactantes son agentes que retardan 
el envejecimiento del pan (Eliasson, 1983; Rogers y Hoseney, 1983; Russel, 1983; 
Batres y White, 1986; Evans, 1986; Rao y col, 1992; Lundqvist y col, 2002 a y b). 
Elliasson y Ljunger (1988) estudiaron el efecto del agregado de emulsificantes sobre 
la retrogradación de almidones de maíz a las 24 h y a los 7 días de almacenamiento 
a 20 ºC. Encontraron que el agregado de 1,4% p/p (base almidón) de monoglicéridos 
insaturados reducía la retrogradación a ambos períodos evaluados. Por otra parte, 
Rao y col. (1992) estudiaron el efecto de diferentes emulsificantes sobre la 
recristalización de la amilopectina en panes de harina de trigo. En sus ensayos 
encontraron que para panes almacenados durante 7 días a 22 ºC, el agregado de 
0,5% p/p (base harina) de SSL a la formulación disminuía la entalpía de 
retrogradación.    
De acuerdo a lo expuesto hasta el momento, los emulsificantes reducen la 
retrogradación de la amilopectina mediante la formación de complejos. Como se 
mencionó anteriormente, por un lado su cola hidrofóbica se une a la hélice de 
amilosa y por otro su cabeza hidrofílica se une a la amilopectina mediante uniones 
puente hidrogeno. Estas últimas uniones son particularmente importantes a la hora 
de evaluar la retrogradación del almidón. Al unirse el emulsificante a las cadenas 
ramificadas de la amilopectina impediría que se establezcan uniones entre las 
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distintas moléculas de amilopectina y por lo tanto disminuiría la retrogradación de las 
mismas.   
Las entalpías de disociación del complejo amilosa-lípido se muestran en la Tabla 
3.6. Los valores obtenidos para el pan fresco muestran que todos los emulsificantes 
provocaron un aumento en la entalpía de disociación del complejo. Este incremento 
es debido a la formación del complejo amilosa-emulsificante (Kugimiya y col., 1980; 
Ghiasi y col., 1982; Eliasson, 1983; Russell, 1983). A mayor concentración de 
emulsificante, mayor fue el valor obtenido, indicando que hubo mayor proporción de 
complejo formado, especialmente en el caso del SSL.  
Se puede observar que la entalpía de disociación del complejo amilosa-lípido fue 
menor luego del almacenamiento (Tabla 3.6). En el proceso de gelatinización del 
almidón (Día 0) la amilosa se disocia del lípido durante la fusión del complejo; 
transcurridos los primeros días de almacenamiento, parte de estas moléculas de 
amilosa recristalizaron quedando disponibles para volver a formar el complejo. A 
mayor tiempo de almacenamiento (Día 7), mayor cantidad de moléculas de amilosa 
recristalizadas y por ende, mayor cantidad de complejo formado. 
 
Tabla 3.6. Entalpías de disociación del complejo amilosa-lípido para las distintas muestras. 
P: pan control, PS: pan + SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Número: % p/p 
de emulsificante.  
 
 ∆H (J/g masa seca)* 
 Día 0  Día 1 Día 3 Día 7 
P 0,66e  nd** 0,16c 0,21e 
PS0,5 1,46b  0,32b 0,37a 0,39d 
PS1 3,00a nd**  0,25b 0,92a 
PD0,5 0,86de 0,15cd 0,26b 0,69b 
PD1 0,95cd 0,11c 0,13d 0,37d 
PSD0,5 1,12c 0,38a 0,36a 0,55c 
PSD1 1,48b 0,19c 0,23d 0,54c 
    * Letras distintas en la misma columna indican que hay diferencias significativas (p≤0,05) 
    ** nd: no determinada 
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3.5 Evaluación del porcentaje de cristalinidad de las migas durante 
el almacenamiento. 
 
Durante el almacenamiento del pan, la estructura cristalina del almidón se 
recupera lentamente. Esta recristalización se debe principalmente a la 
autoasociación de las moléculas ramificadas de la amilopectina (Karim y col., 2000; 
Primo-Martin y col., 2007). El aumento en el porcentaje de cristalización de este 
polímero durante el almacenamiento del pan puede ser evaluado mediante 
difractometría de rayos X (Ottenhof y Farhat, 2004; Primo-Martin y col., 2007; 
Ratnayake y Jackson, 2007). 
Se identificaron cuatro picos en la muestra de harina de trigo (almidón nativo) a 
ángulos 2θ de 15,0; 18,1; 20,1 y 23,0º (datos no mostrados). Estos datos fueron 
coincidentes con los valores informados para almidones nativos de trigo, en donde 
los picos de difracción aparecen aproximadamente a 2θ 15, 17, 18 y 23º, 
correspondientes a una distancia interplanar de 58,0; 51,0; 49,0 y 38,0 nm 
respectivamente (Jovanovich, 1997; Primo-Martín y col., 2007), concordante con el 
patrón de difracción de rayos X tipo A descripto por otros autores para almidones de 
cereales (Zobel y col., 1988). 
En la Figura 3.13 se muestra el diagrama de difracción de rayos X obtenido para 
las muestras de miga de pan.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.13. Diagrama de difracción de rayos X de miga de pan control. a) Pan 
fresco (día 0). b) Pan almacenado 1 día a 20 ± 2 ºC. c) Pan almacenado 3 días a 20 
± 2 ºC.  
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El difractograma de miga de pan fresco mostró predominantemente un pico a 20 
grados (Figura 3.13). Este pico se encontró en todas las muestras y corresponde a 
la presencia del complejo amilosa-lípido tipo V, formado durante el proceso de 
gelatinización (Zobel y Kulp, 1996; Primo-Martin y col., 2007). Con el 
almacenamiento se observó que las muestras, además del pico de 20 grados, 
presentaron picos en valores alrededor de 15, 17 y 23 grados, cuya área se fue 
incrementando con el transcurso de las horas, a causa de una mayor recristalización 
de la amilopectina. 
En la Tabla 3.7 se muestra el porcentaje de cristalinidad obtenido para las 
diferentes muestras de miga de pan. 
 
Tabla 3.7. Porcentaje de cristalinidad en las migas de pan durante 3 días de 
almacenamiento a 20 ± 2 ºC. P: pan control, PS: pan + SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + 
SSL-DATEM. Número: % p/p de emulsificante.  
 
 % Cristalinidad 
 Día 0  Día 1  Día 3 
P 5,42 9,10 9,73  
PS0,5 6,35 6,62 8,47 
PS1 7,34  7,52  7,87 
PD0,5 5,83 6,24 7,22  
PD1 5,55 5,80 7,71 
PSD0,5 6,18 7,40 8,28 
PSD1 5,03 6,44 8,61 
  
El porcentaje de cristalinidad obtenido para la harina de trigo fue de 23,4% y 
coincidió con valores informados por otros autores, cuyo parámetro para almidones 
nativos de trigo varió entre 20 y 36% (Zobel, 1988; Cooke y Gidley, 1992; 
Jovanovich, 1997). Durante el proceso de gelatinización la mayor parte del almidón 
gelatiniza; sin embargo, al ser la masa un sistema con una cantidad de agua 
limitada, una pequeña fracción de gránulos queda en estado cristalino. Es por ello 
que al determinar el porcentaje de cristalinidad de la miga control al día cero se 
encontró un valor de 5,42% (Tabla 3.7). Como se mencionó anteriormente, el 
agregado de emulsificantes a las formulaciones disminuye la gelatinización del pan 
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control, debido a que dichos aditivos se unen a la amilosa y a la amilopectina, 
dificultando la absorción de agua por parte de las mismas. Esta unión impedirá que 
parte del almidón gelatinice y por lo tanto quede en estado cristalino. Por esta razón, 
al día cero, el porcentaje de cristalinidad de las muestras que contienen 
emulsificantes arrojó en general valores superiores al control (P), siendo las 
muestras con SSL las que mayor valor presentaron (Tabla 3.7 y Figura 3.14 a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Luego de tres días de almacenamiento, en el que el pan envejece, la amilosa y 
principalmente la amilopectina retrogradan, es decir, retornan a la cristalinidad, por lo 
que el porcentaje de cristalinidad en las muestras presentó un incremento (Tabla 
3.7). La miga del pan control fue la muestra que mayor incremento presentó (Figura 
3.14). Este hecho se debió a que durante el envejecimiento del pan la 
recristalización de la amilopectina en la miga llevó a la formación de un patrón 
cristalino de tipo B (Primo-Martin y col., 2007). Primo-Martin y col. (2007) 
encontraron en panes crujientes (“crispy rolls”) y galletitas elaborados con harina de 
trigo que la cristalinidad relativa de las muestras aumenta luego de almacenar las 
mismas durante 20 días a 22 ºC. Nuestros panes no fueron almacenados durante un 
período tan prolongado debido a que no se justifica almacenar un pan tipo francés 
por un lapso superior a 3 días porque comienzan a deteriorarse las características 
texturales, organolépticas y microbiológicas. Sin embargo, nuestros resultados 
mostraron la misma tendencia encontrada por Primo-Martin y col. (2007). 
Figura 3.14. Diagrama de difracción de rayos X de miga de pan. a) Pan fresco. b) Pan 
almacenado 3 días a 20 ± 2 ºC. P: pan control, PS1: pan + 1% SSL, PD1: pan + 1% DATEM, 
PSD1: pan + 1% SSL-DATEM.   
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A pesar de no contar con duplicados de muestras debido al elevado costo del 
servicio de rayos X, en general, y como era de esperar, el agregado de 
emulsificantes provocó una disminución en el grado de recristalización de la 
amilopectina (Figura 3.14 y Tabla 3.7). Como se mencionó anteriormente, este 
fenómeno estuvo relacionado principalmente a la unión vía puente hidrógeno de 
estos emulsificantes con la amilopectina, hecho que dificultaría la autoasociación de 
esta última e impediría que recristalice. 
 
 
3.6 Conclusiones parciales 
 
Al evaluar el volumen máximo exhibido por las masas durante el desarrollo de la 
curva de fermentación pudo comprobarse que todas las masas con 1% de 
emulsificante dieron valores superiores a los de la masa control, siendo el pan que 
contenía SSL el que mayor volumen presentó seguido del pan con la mezcla SSL-
DATEM. Este parámetro da un indicio de cómo se comportarán los panes durante la 
fermentación y por lo tanto, en la etapa de cocción se espera que el volumen de pan 
sea mayor. Coincidentemente con lo obtenido para el volumen máximo de masa 
fermentada, se observó la misma tendencia para el volumen específico de los 
panes, tanto para las concentraciones de 0,5% y 1% p/p; siendo los panes con SSL 
los que presentaron mayor volumen específico, seguidos por los que contenían la 
mezcla de SSL-DATEM. Las migas de los panes preparados con DATEM y SSL-
DATEM al 0,5% mostraron una mayor cantidad de alvéolos, pero estos fueron de 
menor tamaño que los de los panes elaborados con SSL, lo cual no es deseable en 
una miga de buena calidad. Los alvéolos de los panes elaborados con SSL al 0,5% 
fueron los que mayor fracción de área de miga ocuparon, seguidos por aquellos 
panes con SSL al 1% y la mezcla de ambos aditivos en sus dos concentraciones 
(0,5% y 1%), resultados coincidentes con el volumen específico de los panes. Es 
decir, los panes con 0,5% de SSL fueron los de mayor volumen específico, con una 
miga que posee una cantidad adecuada de alvéolos de gran tamaño y a su vez es 
homogénea.  
El comportamiento observado hasta el momento, como sugerimos en capítulos 
anteriores, podría ser atribuido al carácter hidrofílico-lipofílico de los emulsificantes. 
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Estas moléculas se unirían a los sitios hidrofóbicos de las proteínas y de esta 
manera promoverían una adecuada agregación de las proteínas de gluten en la 
masa. Una red de gluten fuerte y extensible permitiría una mejor expansión de la 
masa y proporcionaría panes de mayor volumen, mejor textura y miga más blanda y 
esponjosa. La cabeza hidrofílica de estos surfactantes formaría fases lamelares 
líquido-cristalina en el agua, las cuales se asociarían con las gliadinas (Tamstorf y 
col., 1986; Ribotta y col., 2004). Estas estructuras, junto con las gluteninas del 
gluten, podrían contribuir a la viscoelasticidad de la masa, permitiendo que las 
células de gas se expandan, lo que resultaría en un aumento del volumen de las 
piezas de pan. 
La disminución de la humedad de la miga con el agregado tanto de SSL como 
DATEM durante el período de almacenamiento estaría relacionada con la capacidad 
de dichos emulsificantes de adsorberse en la superficie de los gránulos de almidón e 
interaccionar con la amilosa y la amilopectina, dificultando la absorción de agua por 
parte del almidón. De esta manera, la misma quedaría libre y migraría desde la miga 
hacia la corteza.  
Los emulsificantes disminuyeron durante el período de almacenamiento la dureza 
de la miga de pan, siendo el SSL más efectivo que el DATEM. Los panes 
almacenados durante 1 día presentaron también mayor cohesividad y elasticidad 
que en ausencia de emulsificantes. El agregado de estos aditivos permitiría obtener 
panes con estructura más íntegra con una miga menos desgranable y con un 
comportamiento más elástico.  
El agregado de emulsificantes disminuyó la entalpía de gelatinización del pan 
control. Este fenómeno se atribuyó a la interacción entre dichos aditivos con los 
gránulos de almidón, lo cual impediría que parte de estos últimos absorbieran agua y 
por lo tanto disminuiría la cantidad de gránulos que gelatinizan quedando parte de 
ellos en estado cristalino. Este hecho se confirmó al evaluar la cristalinidad de las 
migas del pan fresco mediante rayos X, la cual fue inferior a la de los panes que 
contenían emulsificantes. Durante el período de almacenamiento los emulsificantes 
retardaron el envejecimiento del pan, siendo el SSL el emulsificante más efectivo en 
este aspecto. Este fenómeno fue coincidente con la menor dureza presentada por 
los panes con emulsificantes durante el almacenamiento.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 4 
 
 
 
Optimización de una formulación de pan 
enriquecido en fibra, preparado en planta piloto, 
utilizando emulsificantes 
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Los resultados de este capítulo surgieron de una colaboración bilateral en el 
marco del Proyecto CYTED 106PI0301 “Obtención de productos de panificación 
para necesidades específicas” (coordinador: Dr. Alberto E. León). El trabajo 
experimental fue desarrollado en el Laboratorio de Ingeniería de Alimentos del 
Departamento de Ingeniería Química de la Escuela Politécnica de la Universidad de 
San Pablo (USP) y en el Centro de Investigación y Desarrollo en Criotecnología de 
Alimentos (CIDCA). 
 
En este capítulo se intentó optimizar una formulación de un pan nutricional, 
enriquecido en fibra y elaborado a escala piloto, utilizando los emulsificantes 
previamente estudiados (SSL y DATEM) y Polisorbato 80 (PS80) como mejoradores. 
Para este trabajo experimental, se buscó una harina de características similares a 
la usada en los ensayos de laboratorio en Argentina.  
Las especificaciones de la harina utilizada en este capítulo (M. EXTRA-PT, Brasil) 
fueron proporcionadas por el molino Moinho Pacífico S.A. (SP, Brasil) y se detallan 
en la Tabla 4.1. 
 
Tabla 4.1 Especificaciones de la harina M. EXTRA-PT. 
 
Parámetro Valor obtenido 
Humedad (%) 14 
Cenizas (%) 0,73 
Proteínas (%) 9,1 
Gluten húmedo 25,8 
Gluten seco 8,6 
Falling Number 360 
Alveograma  
Tenacidad-P (mm) 125 
Extensibilidad-L (mm) 47 
Trabajo de deformación-W (10-4 J) 238 
Farinograma  
Absorción de agua (%) 59,7 
Tiempo de desarrollo (min) 8,9 
Estabilidad (min) 9,3 
Índice de tolerancia al amasado (UF) 35 
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Ensayos preliminares. Para mejorar las propiedades panificables de las harinas, 
suelen adicionarse coadyuvantes de tecnología. Algunas harinas necesitan ser 
corregidas en la cantidad de α-amilasa para ser consideradas panificables, ya que 
esta enzima está presente en bajas cantidades en el endosperma del grano de trigo 
(Leonhardt, 1999). Una medida de actividad de esta enzima es el Falling Number 
(FN), el cual está basado en la habilidad de la α-amilasa para licuar un gel de 
almidón. Harinas con FN superior a 250 resultan muy fuertes para ser utilizadas en 
panificación.  
Para mejorar las propiedades panificables de nuestra harina (FN = 360) se 
adicionaron como coadyuvantes ácido ascórbico (0,02%) y α-amilasa (0,00125%). 
Estos valores fueron seleccionados de acuerdo a las especificaciones del fabricante 
(DANISCO A/S, Dinamarca). 
La cantidad de almidón resistente de maíz (ARM) utilizado fue 12,5%. Estos 
valores fueron tomados de ensayos previos realizados en el Laboratorio de 
Ingeniería de Alimentos de la USP (SP, Brasil), en los cuales se evaluó la sustitución 
parcial de harina de trigo por 7,5; 10,0; 12,5 y 15,0% de ARM (Matsuda, 2007). Los 
valores obtenidos para los ensayos de volumen de pan, humedad y concentración 
de ARM en pan tipo francés precocido y congelado almacenado hasta 46 días 
mostraron que con niveles superiores al 12,5% de ARM se obtenían resultados 
satisfactorios. Sin embargo, se observó que la miga de pan era más firme con el 
agregado del 15% de ARM (Matsuda, 2007), por lo que se optó por el nivel de 
12,5%. Los ensayos fueron realizados de acuerdo al proyecto de mezcla de tres 
componentes (SSL-PS80-DATEM), el cual posee tres puntos centrales, para estimar 
el error puro (Matuda, 2004) (Materiales y Métodos, Inciso 1.13). 
 
 
4.1 Propiedades reológicas de masas 
 
Los resultados obtenidos para la mezcla 0 (87,5% harina + 12,5% ARM), 
correspondiente a la masa control, se expresan en la Tabla 4.2. En esta tabla se 
comparan dichos valores con los obtenidos para la harina sin el agregado de 
almidón resistente. 
El agregado a la harina de almidón resistente produjo un aumento en la absorción 
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de agua del 5%. Este resultado era esperable, ya que la sustitución de las proteínas 
de la harina de trigo por fibra dietaria provoca un aumento en la absorción de agua 
(Hung y col., 2005). Resultados similares fueron informados por Matsuda (2007) en 
donde se analizaron mezclas de harinas de trigo sustituidas con distintos niveles de 
almidón resistente (0 a 30%). El mayor nivel de sustitución arrojó una diferencia en 
la absorción de agua de 2% con respecto a la harina. 
 
Tabla 4.2. Parámetros farinográficos de harina y la mezcla M0 (harina de trigo + ARM). 
 
 Harina M0 
Absorción de agua (%) 59,7 62,7 
Tiempo de desarrollo (min) 8,9 7,1 
Estabilidad (min) 9,3 2,2 
Índice de tolerancia al amasado (UF) 35 79 
 
La estabilidad disminuyó notablemente, demostrando una menor tolerancia de la 
harina al amasado. El índice de tolerancia al amasado (MTI, mixing tolerance index) 
arrojó valores muy superiores a los de la harina de trigo, indicando que el agregado 
de almidón resistente provoca un mayor grado de ablandamiento de la masa durante 
el amasado.   
La variación estadística de los parámetros obtenidos en el ensayo alveográfico se 
muestra en la Figura 4.1. Todas las mezclas mostraron una disminución significativa 
en la extensibilidad (L) con respecto a la harina (H), la cual no contenía almidón 
resistente en su composición (Figura 4.1 a). Estos resultados muestran que el 
agregado de almidón resistente indujo la formación de masas menos extensibles. A 
su vez el DATEM fue el emulsificantes que contribuyó a una leve recuperación de la 
extensibilidad, ya que la muestra M3 (masa con 0,5% p/p de DATEM) fue la de 
mayor L, seguida de M5 y M6 (formulaciones que también contenían DATEM, en 
menor proporción).  
La tenacidad (P) de las mezclas fue superior a la observada en la harina (125 mm 
H2O) (Figura 4.1 b). Uno de los mayores valores obtenidos fue el de la mezcla 
control (M0, 167 mm H2O), esto significa que el ARM aumentó la tenacidad de la 
masa obtenida. El agregado de PS80 (M2), DATEM (M3) y SSL-DATEM (M5) a la 
mezcla produjo una disminución de la tenacidad con respecto a M0.    
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Los resultados obtenidos para el trabajo de deformación (W) mostraron una 
tendencia similar a los de extensibilidad (L). Se observó una disminución en su valor 
en las mezclas con ARM con respecto a la harina (H, 238 J) (Figura 4.1 c). A pesar 
de que no se observaron diferencias significativas con el agregado de los diferentes 
emulsificantes, al igual que en el caso de la extensibilidad, las masas M3 y M6 
fueron las que mayores valores arrojaron. 
Figura 4.1. Valores medios para: a) Extensibilidad (L), b) Tenacidad (P) y c) 
Trabajo de deformación (W). H: harina. M: mezcla. Número: valor codificado 
(Materiales y Métodos, Tabla 1.3). 
a) 
b) 
c) 
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La disminución en los parámetros L y W y el aumento en el parámetro P puede 
ser atribuido a la dilución proteica. Al sustituir parte de la harina por almidón 
resistente estamos disminuyendo la cantidad de proteínas presente en la harina de 
trigo, esto daría como resultado masas menos extensibles y más tenaces, aunque 
con menor trabajo de deformación alveográfico. Resultados similares fueron 
obtenidos por Wang y col. (2002), que estudiaron el desempeño de masas de harina 
de trigo adicionadas con diversos tipos de fibras.   
 Se observó un aumento significativo de la dureza de las masas (Figura 4.2 a) para 
todas las muestras excepto M2, con respecto a la mezcla control (M0), siendo M1 y 
M3 las masas más duras. Estos resultados sugieren que los emulsificantes del tipo 
SSL y DATEM son más efectivos en la estructuración del gluten que el PS80, aún en 
presencia de almidón resistente. La masa M2 presentó menor consistencia que M0. 
Por otro lado, M1, M3 y M7 (a, b y c) mostraron una consistencia superior a la del 
control (M0) (Figura 4.2 b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Valores medios para: a) Dureza y b) Consistencia obtenidos en el 
ensayo de TPA de acuerdo al agregado de emulsificantes. M: mezcla. 
Número: valor codificado. 
a) 
b) 
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Todas las masas ensayadas mostraron una adhesividad superior a la de la masa 
control (M0). La masa M2 (0,5% de PS80) presentó una adhesividad cercana al 
control (M0), mientras que las masas que contenían SSL (M1, M4 y M5) fueron las 
más adhesivas (Figura 4.3 a). La elasticidad y cohesividad de las masas mostraron 
comportamientos similares (Figura 4.3 b y c). En todos los casos el agregado de 
emulsificantes aumentó los valores de estos dos parámetros con respecto a M0, no 
observándose diferencias significativas entre los aditivos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 4.3. Valores medios para: a) Adhesividad, b) Elasticidad y c) Cohesividad 
obtenidos en el ensayo de TPA de acuerdo al agregado de emulsificantes. M: 
mezcla. Número: valor codificado.
a) 
b) 
c) 
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Los resultados obtenidos para la textura de la masa muestran que el agregado de 
0,5% de PS80 favorece la formación de masas menos duras y consistentes, 
similares a las masas sin aditivo. Estas masas a su vez son poco adhesivas y más 
cohesivas, por lo que cabe esperar que los panes que contengan en su formulación 
0,5% de PS80, a pesar de ser menos duros que los elaborados con los demás 
aditivos, se desgranen con menos facilidad. Las masas elaboradas con 0,5% de 
DATEM y 0,5% de SSL serán más duras y consistentes y menos cohesivas, por lo 
que a juzgar por los resultados de textura de las masas, se esperaría que den panes 
de miga más dura, pero más desgranables. 
 
Al evaluar la extensión uniaxial de las masas, sólo las mezclas M1 (0,5% SSL), 
M3 (0,5% DATEM) y M5 (0,25% SSL + 0,25% DATEM) mostraron un aumento 
significativo con respecto al control (M0 = 0,325N) en la resistencia a la extensión de 
la masa (F), con valores de 0,46N, 0,38N y 0,43N, respectivamente (Tabla 4.3). 
Todas las muestras, a excepción de M1 y M5, presentaron una disminución 
significativa de la energía aplicada a la masa hasta la ruptura (A) con respecto a M0. 
La mezcla 4 (M4, 0,25% SSL+0,25% PS80) fue la que mayor disminución mostró en 
dicho parámetro con un valor de 1,65 mm2. La extensibilidad (L) mostró una 
disminución en todas las mezclas con respecto a la mezcla control. Sin embargo, no 
se encontraron diferencias significativas entre los distintos aditivos (Tabla 4.3).   
Por lo tanto, el agregado de SSL y DATEM a las formulaciones darían masas más 
resistentes a la ruptura y un poco menos extensibles. 
Algunos autores estudiaron la extensión uniaxial de masas, pero en ausencia de 
ARM, no habiéndose encontrado bibliografía al respecto. Ravi y col. (2000) 
evaluaron el efecto de los emulsificantes SSL, DATEM y glicerol monoestearato 
(GMS) (0,25-1% p/p) sobre la extensión uniaxial de masas. A pesar de no contener 
ARM, estos autores demostraron que todos los emulsificantes en todas sus 
concentraciones provocaron un aumento en el parámetro F y una disminución en L 
con respecto a la masa sin aditivo, resultados similares a los de este trabajo de tesis. 
Por otro lado, Aamodt y col. (2005) encontraron que la máxima resistencia a la 
extensión (F) fue superior en la masa (sin ARM) con DATEM (0,45% p/p) respecto 
de la muestra sin aditivo y especialmente en alta concentración (0,90% p/p); 
mientras que la distancia de extensión hasta la ruptura (L) resultó menor que para el 
control y disminuyó con el aumento de nivel de emulsificante. Romeu y col. (2006) 
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encontraron en masas sin ARM elaboradas con 0,25% de PS80 y 0,25% de DATEM 
una resistencia máxima a la extensión superior a la masa control, mientras que el 
parámetro L disminuyó en masas preparadas con 0,5% de SSL, 0,5% de PS80 y la 
mezcla equiproporcional de los tres emulsificantes. 
 
Tabla 4.3. Extensión uniaxial de las masas. F: máxima resistencia a la extensibilidad, A: 
energía aplicada a la masa hasta la ruptura, L: distancia de extensión hasta la ruptura. M: 
mezcla, Número después de M: valor codificado de cada muestra. 
 
 F (N) A (mm2) L (mm) 
M0 0,325de 2,188a 18,1a 
M1 0,464a 2,159a 15,5bc 
M2 0,329de 1,751de 15,3bc 
M3 0,377c 1,926bcd 15,2bc 
M4 0,316e 1,648e 15,5bc 
M5 0,432b 2,113ab 15,3bc 
M6 0,352cd 1,971bc 16,3b 
M7a 0,306e 1,659e 15,4bc 
M7b 0,325de 1,435f 15,0c 
M7c 0,346cde 1,892cd 15,3bc 
             * Letras distintas en la misma columna indican que hay diferencias significativas (p≤0,05) 
 
 
Al estudiar la viscoelasticidad, tal y como sucedió en el caso de las masas del 
Capítulo 2, todas las muestras ensayadas presentaron una zona de viscoelasticidad 
lineal entre 0,5 y 10 Pa. Por lo tanto, los barridos de frecuencia se efectuaron a 
esfuerzo constante de 5 Pa.   
La Figura 4.4 muestra un reograma típico de estas masas. El módulo de 
almacenamiento (G’) fue mayor que el módulo de pérdida (G”) en todo el rango de 
frecuencias para todas las muestras evaluadas, obteniéndose curvas prácticamente 
paralelas y ascendentes (Figura 4.4). Esta relación observada entre los módulos (G’ 
> G”) indica un predominio sobre el sistema del comportamiento elástico.  
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Al evaluar el módulo de almacenamiento (G’) a 1 Hz de frecuencia se observó que 
sólo la mezcla 3 (M3) mostró valores superiores a los de la muestra control (M0), con 
un valor de 23,8 x103 Pa. Por otra parte, las mezclas M6 y M1 mostraron los 
menores valores, con un valor mínimo para M6 de 11,0 x103 Pa (Figura 4.5). Estas 
mezclas tendrían un comportamiento menos elástico que la masa control.  
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Figura 4.4. Relación entre el módulo de almacenamiento (G’) y el 
módulo de pérdida (G”) para la Mezcla con 0,5% de SSL (M1). 
Figura 4.5. Módulo de almacenamiento (G’). M: mezcla. Número después de M: 
valor codificado de la mezcla. 
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Siendo que la mezcla 3 (M3) posee un 0,5% de DATEM y M5 un 0,25% de este 
emulsificante y 0,25% de SSL, los resultados obtenidos muestran que existe una 
tendencia a aumentar los valores de G’ con el agregado de DATEM. En el caso de 
M6 (0,25% PS80 + 0,25% DATEM) el PS80 gobernaría el comportamiento de la 
masa, dando masas de menor componente elástica. 
Las muestras presentaron la misma variación del módulo de pérdida G” que la 
observada para G’. Las masas M3 y M5 presentaron el mayor valor de G” mientras  
que las de menor valor fueron M1 y M6 (Figura 4.6). 
Por otro lado, los resultados obtenidos (1 Hz de frecuencia) para la tangente del 
ángulo de desfasaje (tan δ = G”/G’) mostraron que tanto M4 como M6 presentaron 
valores superiores (0,318 y 0,313, respectivamente) a los de M0 (0,284). Dichos 
resultados muestran que las mismas presentaron un carácter más viscoso que la 
masa control. Si bien M6 mostró una disminución en los parámetros G’ y G”, la 
disminución manifestada en el módulo de almacenamiento, con respecto a M0, fue 
superior a la de G”, por esta razón la tan δ fue superior a la de la masa control. Los 
resultados sugieren que las masas con mayor carácter viscoso fueron las que 
contenían PS80 en combinación con SSL o DATEM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Tabla 4.4 se muestran los valores de los parámetros obtenidos de las 
curvas de desarrollo de masa y de retención de CO2 de las mezclas sometidas al 
Figura 4.6. Módulo de pérdida (G”). M: mezcla. Número después de M: valor 
codificado de cada mezcla. 
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ensayo de reofermentación. Valores altos de altura de desarrollo de la masa (Hm) 
indican un desarrollo de masa óptimo, a mayor valor de este parámetro mayor será 
el volumen de pan obtenido. Largos tiempos de desarrollo de masa y de retención 
de CO2, t1 y t’1, respectivamente, son indeseables en los procesos industriales 
debido al mayor consumo de energía. Valores altos de H’m indican que la masa es 
capaz de retener gran cantidad de CO2, esto es favorable, ya que los panes 
obtenidos presentarán un mayor volumen y la miga será más esponjosa.  
 
Tabla 4.4. Valores obtenidos de las curvas del reofermentógrafo. Curva de desarrollo de 
masa: Hm: Altura de desarrollo de la masa (mm), t1: Tiempo correspondiente a Hm (min). 
Curva de retención de CO2: H’m: Altura máxima de la curva de retención de CO2 relativa a la 
presión máxima (mm), t’1: Tiempo correspondiente a H'm (min), tx: Tiempo en que la masa 
comienza a perder CO2 (min). M: mezcla. Número después de M: valor codificado de cada 
muestra. 
 
 Desarrollo de masa Retención de CO2 
 Hm (mm) t1 (min) H’m (mm) t’1 (min) tx (min) 
M0 42,2 180,0 63,1 126,0 94,5 
M1 45,0 160,5 62,4 126,0 93,0 
M2 34,5 180,0 62,7 114,0 75,0 
M3 40,2 178,5 60,2 127,5 90,0 
M4 43,7 171,0 61,3 141,0 103,5 
M5 34,4 175,5 58,3 121,5 73,5 
M6 37,8 180,0 64,5 126,0 85,5 
M7a 45,1 156,0 66,1 130,5 99,0 
M7b 44,5 178,5 65,9 133,5 90,0 
M7c 44,1 145,5 69,5 128,0 89,0 
 
 
Las mezclas 2 (M2, 0,5% PS80) y 5 (M5, 0,25% SSL + 0,25% DATEM) impidieron 
un adecuado desarrollo de la masa, ya que presentaron los menores valores de 
(Hm) (Tabla 4.4). Por lo tanto, el desarrollo de estas masas será menor y los panes 
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obtenidos con dichas muestras tendrán un volumen más pequeño. Teniendo en 
cuenta los valores de Hm para M1 (0,5% SSL) y M3 (0,5% DATEM), el DATEM es el 
emulsificantes que estaría ejerciendo un efecto depresor en M5. La mezcla 1 (M1) y 
la mezcla del punto triple (M7a, b y c) alcanzaron los máximos valores de Hm en los 
menores tiempos (t1). En el caso de la mezcla 7, esta masa también mostró un valor 
de tenacidad (P) menor al de M0 (Figura 4.1), por lo que resultaría una masa menos 
tenaz que sería óptima para los procesos industriales. 
Al evaluar los resultados de retención de CO2, pudo observarse que al igual que 
en el desarrollo de masa, la muestra M5 fue la que presentó menores valores de 
H’m y t’1. Esta mezcla también mostró un valor bajo de tx (tiempo en que la masa 
comienza a perder CO2), o sea que no solamente tuvo poca producción de gas sino 
que además la masa comenzó a perder CO2 en menor tiempo (73,5 min). Por otra 
parte, la mezcla del punto triple (M7a, b y c) mostró el mayor valor de H’m (67,2 ± 
2,0 mm). 
 
 
4.2 Caracterización reológica de la muestra optimizada 
 
Ajuste de los parámetros reológicos de masas al modelo cúbico especial. 
Los valores de los distintos parámetros reológicos obtenidos a partir de los ensayos 
de TPA, Extensión Uniaxial y Reofermentación fueron analizados mediante un 
ANAVA a fin de estudiar el efecto de los emulsificantes sobre dichos parámetros. El 
análisis matemático de los datos experimentales se basó en la regresión de un 
modelo cúbico especial, desarrollado para establecer la relación entre el parámetro 
reológico evaluado (Y) y los valores codificados de las variables independientes X1, 
X2 y X3 (emulsificantes) así como de sus interacciones. Con el objeto de simplificar el 
modelo, el mismo fue replanteado a través de la eliminación de los términos que no 
tuvieron un efecto significativo (p > 0,05).  En virtud de ello, los modelos obtenidos 
para cada parámetro se muestran en la Tabla 4.5. 
Con respecto a los parámetros medidos en los ensayos de TPA y Extensión 
Uniaxial, sólo la Consistencia y la Distancia presentaron valores de p≤0,05 y 
coeficientes de determinación (R2) superiores a 90%. El valor de p≤0,05 indica que 
habrá una relación estadísticamente significativa entre dichos parámetros y los 
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componentes del modelo planteado al 95% de nivel de confianza. Por otra parte, el 
coeficiente de determinación es una medida del grado de ajuste, habiéndose 
encontrado en la literatura que dicho valor debe ser al menos de 80% para 
considerar que un modelo presenta un buen grado de ajuste (Guan y Yao, 2008).  
 
Tabla 4.5. Modelos predictivos de distintos parámetros característicos de los ensayos de 
TPA y Extensión Uniaxial en masas con distintos emulsificantes (sin levadura) y de  
Reofermentación (con levadura). 
 
Ensayo Parámetro Ecuación predictiva p* R2 
Dureza D = 3,2278*SSL + 2,6582*PS80 + 3,227*DATEM 0,118 50,95
Consistencia 
C = 15,611*SSL + 12,4635*PS80 + 16,2545*DATEM - 
5,237*SSL*PS80 - 3,811*SSL*DATEM + 
46,2605*SSL*PS80*DATEM 
0,003 99,11
Adhesividad A = 9,88443*SSL + 8,75883*PS80 + 9,13443*DATEM 0,355 29,21
Cohesividad Cohes = 0,734089*SSL + 0,745289*PS80 + 0,733289*DATEM 0,261 36,05
TP
A
 
Elasticidad E = 0,768822*SSL + 0,779222*PS80 + 0,775622*DATEM 0,408 25,81
Fuerza F = 0,446189*SSL + 0,352689*PS80 + 0,344689*DATEM 0,649 13,43
Distancia L = 15,5059*SSL + 15,2612*PS80 + 15,2596*DATEM + 4,29029+PS80*DATEM - 15,5049*SSL*PS80*DATEM 0,020 91,61
Ex
te
ns
ió
n 
un
ia
xi
al
 
Área A = 2,10207*SSL + 1,85847*PS80 + 1,81247*DATEM 0,751 9,10 
Hm 
Hm = 45,0*SSL + 34,65*PS80 + 40,35*DATEM + 
15,5*SSL*PS80 - 33,1*SSL*DATEM + 
176,102*SSL*PS80*DATEM 
0,001 99,60
t1 t1 = 163,041*SSL + 180,656*PS80 – 140,15*DATEM  0,137 63,89
H’m H'm = 61,5035*SSL + 62,5162*PS80 + 59,3162*DATEM + 37, 873*PS80*DATEM 0,055 75,55
t’1 t’1 = 133,0*SSL + 118,0*PS80 + 121,0*DATEM 0,561 17,50R
eo
fe
rm
en
ta
ci
ón
 
tx tx = 86,6367*SSL + 77,0367*PS80 + 85,6258*DATEM + 85,8904*SSL*PS80 0,167 60,66
   *Valores de p≤0,05 indican que hay diferencias significativas. 
 
Por su parte, para las masas elaboradas con levadura, la altura máxima de 
desarrollo de masa (Hm) fue el único parámetro que presentó un p≤0,05 con un 
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coeficiente de determinación (R2) de 99,60% (Tabla 4.5), lo que indica que dicho 
porcentaje de variabilidad en el parámetro Hm es explicado por el modelo planteado. 
La consistencia es un parámetro importante en la evaluación de las propiedades 
texturales de una masa destinada para panificación. En este sentido, masas muy 
duras y consistentes darán panes duros que desarrollarán poco volumen, mientras 
que masas con una dureza y consistencia muy bajas generarán panes gomosos con 
volumen reducido. Con respecto a la altura máxima de desarrollo de masa (Hm), el 
mismo es uno de los parámetros más importantes a la hora de evaluar cómo se 
comportará la masa durante el proceso de fermentación. Así, cuanto mayor sea el 
valor de Hm, mayor será el volumen alcanzado por la masa durante la fermentación, 
y por lo tanto el volumen del pan obtenido luego de la cocción. Por este motivo, y de 
acuerdo a los resultados obtenidos en los modelos predictivos, se llevó a cabo la 
optimización del modelo considerando el parámetro Hm. 
Una de las mejores maneras de visualizar el efecto de las variables 
independientes sobre las variables dependientes es a través de los gráficos de 
superficie de respuesta. La metodología de superficie de respuesta (SRM, Surface 
Response Methodology) permitió analizar el modelo de regresión planteado con el 
fin de maximizar la variable Hm influenciada por los distintos emulsificantes en sus 
distintas concentraciones. La Figura 4.7 muestra la superficie de respuesta obtenida 
para el proyecto de mezcla de tres emulsificantes (SSL, PS80, DATEM) para el 
parámetro Hm.  
La Tabla 4.6 muestra los valores codificados y decodificados correspondientes a 
las concentraciones de cada uno de los emulsificantes en el punto óptimo (Hm 45,5 
mm).  
Los distintos parámetros de TPA, Extensión Uniaxial y Reofermentación fueron 
medidos en las masas elaboradas con las concentraciones óptimas de cada uno de 
los emulsificantes. La Tabla 4.7 muestra los valores experimentales y los calculados 
con el modelo, pudiéndose observar que los parámetros que menor error relativo 
porcentual presentaron fueron los correspondientes a los parámetros del ensayo de 
TPA. Con respecto a Hm, el error relativo porcentual fue de 5,6%, siendo el valor 
experimental  superior al calculado matemáticamente.  
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Tabla 4.6. Valores codificados de la respuesta optimizada para el parámetro Hm. 
 
Factor Valor óptimo (codificado) 
Valor óptimo 
(decodificado) (% p/p) 
SSL 0,487663 0,24 
PS80 0,36095 0,18 
DATEM 0,151387 0,08 
 
 
La masa preparada con las concentraciones óptimas de emulsificantes presentó 
una mayor altura de desarrollo de masa que la observada para todas las mezclas 
evaluadas hasta el momento (Tabla 4.7), por lo que el pan elaborado con esta 
formulación optimizada tendría las mejores características físicas y texturales. 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7. Superficie de respuesta para el parámetro Hm correspondiente al modelo 
cúbico especial del proyecto de mezcla de 3 emulsificantes (SSL, PS80, DATEM). 
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Tabla 4.7. Comparación de los valores experimentales de los parámetros de TPA, Extensión 
uniaxial y Reofermentación con los valores calculados con el modelo, para la mezcla 
optimizada. 
 
Ensayo Parámetro Valor  Calculado 
Valor 
experimental 
Error  
relativo (%) 
Dureza (N) 3,11 3,24 ± 0,26 4,0 
Consistencia 
(N.s) 32,1 33,5 ± 3,1 3,3 
Adhesividad (N.s) 9,43 9,41 ± 0,66 -0,2 
Cohesividad (-) 0,74 0,73 ± 0,01 -1,3 
TP
A
 
Elasticidad (-) 0,77 0,76 ± 0,01 -1,3 
Fuerza (N) 0,37 0,34 ± 0,08 -8,8 
Distancia (mm) 15,2 14,7 ± 1,4 -3,4 
Ex
te
ns
ió
n 
un
ia
xi
al
 
Area (N.mm) 1,81 1,66 ± 0,30 -9,0 
Hm (mm) 45,5 48,2 ± 0,1 5,6 
t1 (min) 164,6 173,3 ± 5,3 5,0 
H’m (mm) 63,5 65,8 ± 1,6 3,5 
t’1 (min) 133,7 111,7 ± 5,3 -19.7 
R
eo
fe
rm
en
ta
ci
ón
 
tx (min) 97,8 85,5 ± 4,2 -14,4 
 
 
4.3 Comportamiento térmico de las masas durante la cocción y el 
almacenamiento 
 
En la Figura 4.8 se muestra un termograma de gelatinización típico obtenido para 
todas las muestras ensayadas. Al igual que lo observado en el Capítulo 3 (Inciso 
3.4), el proceso de gelatinización (como consecuencia de la restricción de agua) 
mostró dos endotermas: G asociada con la gelatinización del almidón y F 
correspondiente a la energía requerida para fundir las estructuras cristalinas más 
estables del almidón (Biliaderis, 1980; León y col, 1997; Ribotta y col., 2004). En 
este caso, también se observó el tercer pico endotérmico correspondiente a la 
Resultados - Capítulo 4 
 187
disociación del complejo amilosa-lípido (AL), ampliamente estudiado por Jovanovich 
y colaboradores (1992, 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La temperatura de gelatinización de la masa control (M0) fresca fue 70 ºC para el 
pico G y 84 ºC para el F. Los emulsificantes no modificaron la temperatura de G y F. 
En general la retrogradación del almidón durante el almacenamiento provocó una 
disminución de la temperatura de gelatinización de entre 2 y 4 ºC para G, a 
excepción de la muestra con 0,5% de SSL (M1), en el que subió 10 ºC. Para el caso 
de F se observó un aumento de entre 7 y 10 ºC. 
En la Tabla 4.8 se muestran los valores de entalpía de gelatinización y 
retrogradación de almidón. Durante la gelatinización todas las muestras que 
contenían emulsificantes mostraron una disminución en el valor de ∆H con respecto 
a la muestra control (M0), siendo la mezcla optimizada (Mop.) la que menor valor 
arrojó. Como se mencionó en el Capítulo 3 (Inciso 3.4) esta reducción en la entalpía 
de gelatinización al agregar los emulsificantes a la masa estaría mediada por un lado 
por la interacción de la cola hidrofóbica de dichos aditivos con la hélice de amilosa, 
formando así el complejo amilosa-emulsificante; y por otro lado por la unión de la 
cabeza hidrofílica del aditivo a la amilopectina mediante enlaces puente hidrógeno. 
Así, los gránulos de almidón absorberían menos agua, con una consecuente 
Figura 4.8. Termograma de DSC para la gelatinización de la masa control (M0). 
Endotermas: G, gelatinización del almidón. F, fusión de los cristales más estables. 
AL, disociación complejo amilosa-lípido.
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disminución de la gelatinización de los mismos. De esta manera habrá menos 
almidón gelatinizado que sea capaz de retrogradar durante el almacenamiento. 
 
Tabla 4.8. Entalpías de gelatinización y retrogradación para las distintas muestras. M: 
mezcla. Números después de M: valor codificado de cada muestra.  
 
 ∆H (J/g masa seca) 
 Gelatinización  1 día 7 días 
M0 5,71 2,38 4,38 
M1 4,88 2,17 3,81 
M2 4,94 1,81 3,47 
M3 4,90 2,00 4,27 
M4 4,89 2,29 3,63 
M5 4,85 2,24 3,73 
M6 4,71 1,77 3,73 
M7a 4,86 1,62 2,84 
M7b 4,65 1,76 2,82 
M7c 4,81 1,80 2,77 
Mop. 4,08 1,59 2,57 
 
Luego de almacenar las muestras se observó que en el caso de las mezclas, los 
emulsificantes disminuyeron la retrogradación del almidón (∆HMX < ∆HM0) (Tabla 
4.8). Como se mencionó en el Capítulo 3 (Inciso 3.4) este fenómeno se debe 
principalmente a que al unirse la cabeza hidrofílica de los emulsificantes con la 
amilopectina impediría que se establezcan uniones entre las distintas moléculas de 
dicho polímero disminuyendo así la retrogradación de las mismas. 
A las 24 h (1 día) de almacenamiento la mezcla optimizada (Mop.) fue la que dio 
el valor más bajo de entalpía de retrogradación, seguida de la muestra triple (M7a, b 
y c) con un valor promedio de 1,72 ± 0,10 J/g masa seca. Al cabo de 7 días de 
almacenamiento se observó la misma tendencia que a las 24 h, siendo nuevamente 
la muestra optimizada la que menor valor presentó seguida de la mezcla triple (M7a, 
b y c) (Tabla 4.8). De esta manera, la combinación de los tres emulsificantes SSL, 
PS80 y DATEM resultó ser más efectiva que los emulsificantes puros o en mezclas 
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binarias. La mezcla optimizada resultaría la combinación óptima a la hora de retrasar 
el envejecimiento del pan, ya que sería la que prolongaría más la vida útil de los 
panes elaborados.   
Los valores obtenidos para el pan fresco para las entalpías de disociación del 
complejo amilosa-lípido muestran que todos los emulsificantes (a excepción de la 
mezcla M3) provocaron un aumento en el ∆H (Tabla 4.9). Como se mencionó en el 
Capitulo 3 (Inciso 3.4), este incremento se correspondió con la formación del 
complejo amilosa-emulsificante por parte de estos aditivos. La mezcla optimizada 
(Mop.) fue la que mayor valor presentó (1,85 J/g masa seca), indicando que dicha 
combinación de emulsificantes favorecería la formación del complejo amilosa-
emulsificante.  
 
Tabla 4.9. Entalpías de disociación del complejo amilosa-lípido para las distintas muestras. 
M: mezcla. Número después de M: valor codificado de cada muestra.  
 
 ∆H (J/g masa seca) 
 Día 0  Día 1  Día 7 
M0 1,20 0,25 0,62 
M1 1,58 0,66 0,69 
M2 1,31 0,27 0,65 
M3 1,19 0,40 0,56 
M4 1,25 0,42 0,46 
M5 1,61 0,78 0,99 
M6 1,43 0,44 0,64 
M7a 1,50 0,36 0,52 
M7b 1,49 0,51 0,66 
M7c 1,62 0,52 0,61 
Mop. 1,85 0,47 0,60 
 
 
De igual manera a lo sucedido en el Capítulo 3 (Inciso 3.4), durante el período de 
almacenamiento se observó una disminución de la entalpía de disociación del 
complejo amilosa-lípido (Tabla 4.9). Como se mencionó en dicho Capítulo, en el 
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proceso de gelatinización del almidón (Día 0) la amilosa se disocia del lípido durante 
la fusión del complejo. Durante los primeros días de almacenamiento, parte de estas 
moléculas de amilosa recristalizaron quedando disponibles para volver a formar el 
complejo. Luego de 7 días de almacenamiento, habrá mayor cantidad de moléculas 
de amilosa recristalizadas y por lo tanto, mayor será la cantidad de complejo 
formado. 
 
 
4.4 Determinación de la calidad panadera 
 
La evaluación de calidad de los panes fue realizada a través de las 
determinaciones de volumen específico del pan, y humedad y firmeza de la miga. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.10. El volumen específico del 
pan de la mezcla optimizada (Mop.) resultó un 68,7% mayor que el volumen del pan 
elaborado con la masa control (M0). La mezcla optimizada presentó valores de 
humedad levemente inferiores a los de M0. A su vez, los valores hallados para la 
firmeza de la miga mostraron una disminución importante para Mop., con un valor 
72,8% menor que el hallado para la masa control (M0). Esta disminución puede 
atribuirse a que los emulsificantes ejercieron un efecto mejorador sobre la miga del 
pan elaborado con la mezcla optimizada, la cual presentó una textura más blanda y 
esponjosa que la del pan M0 (Tabla 4.10).  
 
Tabla 4.10. Resultados de humedad y firmeza de la miga y volumen, peso y volumen 
específico de los panes elaborados con la Mezcla control (M0) y la Mezcla optimizada 
(Mop.). 
 
 M0 Mop. 
Volumen de pan (cm3) 1916 3112 
Peso de pan (g) 526,8 507,1 
Volumen específico de pan (cm3/g) 3,64 6,14 
Humedad de la miga (%) 46,4 46,1 
Firmeza (N) 2,65 0,72 
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La Figura 4.9 muestra imágenes de los panes elaborados con la masa control 
(M0) y con la mezcla optimizada (Mop.). En dichas imágenes se puede observar el 
incremento en el volumen de pan que produjo el agregado de los emulsificantes 
SSL, PS80 y DATEM, así como también la altura de las rodajas de ambos panes, 
siendo la del pan elaborado con la mezcla optimizada superior a la del control.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en esta última sección, se comprobó que la 
combinación de emulsificantes hallada mediante el análisis de optimización mostró 
ser la indicada para formular una mezcla de la que se obtengan panes de buena 
calidad. 
 
 
4.5 Conclusiones parciales  
 
El agregado de almidón resistente a la masa produjo un aumento en la absorción 
de agua del 5%, así como también un incremento en el Índice de Tolerancia al 
Figura 4.9. Imágenes de los panes elaborados con la mezcla control (M0) y la 
mezcla optimizada (Mop.). 
Mezcla Optimizada Mezcla Optimizada
Mezcla Optimizada 
M0 Mop. M0 Mop. 
M0 Mop. 
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Mezclado (ITM) con la consecuente disminución en la estabilidad de la masa. Estos 
resultados eran esperables, ya que la sustitución de las proteínas de la harina de 
trigo por fibra dietaria da como resultado masas menos estables con menor 
tolerancia al amasado y un mayor ablandamiento. Este comportamiento se debe a 
que al agregar almidón resistente la red de gluten que se formará durante el 
amasado de la masa será más débil, por esta razón se hace necesario el uso de 
emulsificantes como mejoradores. 
 La extensibilidad (L) y el trabajo de deformación (W) de todas las muestras fue 
inferior a la masa preparada sin almidón resistente, mientras que la tenacidad (P) fue 
superior. Como consecuencia de la dilución de las proteínas de la harina por efecto 
del almidón resistente, las masas fueron menos extensibles y más tenaces. Sólo las 
muestras que contenían DATEM en su formulación mostraron una recuperación en 
la extensibilidad. 
El agregado de 0,5% de PS80 produjo masas menos duras y consistentes, las 
cuales fueron más elásticas y cohesivas, lo cual conllevará a la obtención de panes 
menos duros pero que se desgranarán con menos facilidad. La incorporación de 
SSL, DATEM y SSL-DATEM dio masas más duras y consistentes, con una mayor 
resistencia a la extensión. Las mismas fueron menos cohesivas y extensibles. Por lo 
que los panes elaborados con dichos emulsificantes serán más desgranables con 
una textura más consistente.  
El ensayo de reofermentación da idea de cómo se comportará la masa en la 
fermentadora durante la elaboración de pan. Se pudo comprobar que al agregar a la 
formulación PS80 y SSL-DATEM las masas desarrollaron menos y la mezcla PS80-
DATEM generó una masa con poca capacidad de retención de CO2.  
La optimización de los valores de los diferentes parámetros mediante el modelado 
de los parámetros reológicos permitió encontrar la concentración adecuada de cada 
emulsificante para formular un pan con características texturales mejoradas. La 
masa preparada con la mezcla optimizada de emulsificantes experimentó una mayor 
altura de desarrollo de masa. A su vez, esta masa, al someterla a un calentamiento 
progresivo que simula la cocción de la misma durante el proceso de panificación, 
necesitó menor cantidad de energía para la gelatinización del almidón. Asimismo, 
mitigó la retrogradación del almidón durante el almacenamiento, retrasando el 
envejecimiento y por lo tanto prolongando la vida útil del pan. 
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 La utilización de la técnica de superficie de respuesta, es una herramienta muy 
útil a la hora de analizar los datos, ya que posibilita el análisis y modelado de 
sistemas donde la finalidad es optimizar una variable respuesta influenciada por 
diversos factores. Este análisis permitió la obtención de un pan que contenía la 
proporción óptima de los emulsificantes SSL, PS80 y DATEM, el cual presentó un 
volumen específico un 70% mayor que el pan sin estos aditivos. También mostró un 
peso de hogaza inferior al del pan control, por lo cual tendrá una miga más aireada y 
esponjosa. Este hecho fue comprobado mediante el análisis de firmeza de la miga, 
el cual arrojó para el pan optimizado un valor del 72,8% inferior al del pan control.  
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En este trabajo de tesis se intentó profundizar el conocimiento del mecanismo de 
acción de los emulsificantes SSL y DATEM en el proceso de panificación mediante 
el análisis de las interacciones que establecen con las proteínas de gluten y el 
almidón.  
Se encontró que bajas concentraciones de SSL indujeron un plegamiento en la 
estructura proteica del gluten, mientras que altas concentraciones provocaron un 
desplegamiento de las proteínas generando una matriz más desagregada. Una 
posible explicación de este fenómeno se ha esquematizado a través de un modelo 
propuesto en la Figura 1. Las proteínas de gluten poseen una baja densidad de 
carga debido a una proporción aproximadamente igual entre aminoácidos catiónicos 
y aniónicos. Algunos de los aminoácidos que componen la red de gluten son 
hidrofóbicos los cuales podrían generar regiones hidrofóbicas (Figura 1 a, zona 
cuadriculada) en la superficie de la matriz. Al incorporar bajas concentraciones de 
SSL a la masa, la cola lipofílica del emulsificante se unirá a estas regiones 
hidrofóbicas, incorporando la carga negativa de su cabeza polar a la matriz. Este 
fenómeno promoverá la agregación de la proteína en la masa, a causa de la 
interacción entre la cabeza polar del emulsificante y los aminoácidos con carga 
positiva de la proteína (Figura 1 b). La incorporación de mayores cantidades de SSL 
a la masa causará por un lado el desplegamiento de la proteína de gluten debido a 
la repulsión que generará el exceso de carga negativa incorporada por el 
emulsificante a la matriz, y por otro una agregación de la proteína mediada por las 
interacciones hidrofóbicas como consecuencia del exceso de emulsificante (Figura 1 
c).  
La incorporación de SSL no sólo mejoró la calidad de los panes frescos (textura, 
volumen, miga más blanda y esponjosa, menor grado de gelatinización, etc.) sino 
que también retardó el envejecimiento de las piezas almacenadas a 20 ºC durante 3 
días (disminución de la entalpía de retrogradación). La capacidad del emulsificante 
de formar complejos amilosa-lípido, en donde la cola lipofílica del aditivo se intercala 
dentro de la hélice no polar de amilosa, se vio reflejada en la información obtenida 
de la gelatinización y la retrogradación de los panes durante el almacenamiento. 
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Figura 1. Interacción del SSL con las proteínas de gluten. Zonas cuadriculadas: regiones 
hidrofóbicas. a) Gluten sin SSL, b) Gluten + SSL (baja concentración), c) Gluten + SSL (alta 
concentración). 
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La amilopectina no forma complejos tan fácilmente como lo hace la amilosa 
debido a que no posee tantas conformaciones helicoidales, razón por la cual la 
interacción amilopectina-emulsificante ocurriría en la superficie de los gránulos de 
almidón mediante uniones puente hidrógeno. De esta forma el SSL, un emulsificante 
con alto carácter hidrofílico, se uniría con su cabeza polar a través de uniones 
puente hidrogeno a las moléculas de amilopectina, con mayor facilidad que el 
DATEM. Este efecto podría también contribuir a minimizar la retrogradación del 
almidón. En este aspecto, la interacción del emulsificante con el almidón jugó un 
papel fundamental.  
 
El DATEM generó una red de gluten tipo laminar con una estructura más 
replegada con menor tendencia a la depolimerización (menor proporción de 
agregados solubles en ausencia de SDS), que en el caso del SSL. Estas diferencias 
estarían asociadas a los diferentes cambios conformacionales de las proteínas 
producidos por cada emulsificante en la matriz del gluten (mayor proporción de 
estructura α-hélice y bajo grado de exposición de tirosina para el DATEM).  
La manera en que el DATEM se une a las proteínas de gluten se representa en el 
modelo propuesto en la Figura 2. Las uniones hidrofóbicas que se establecen entre 
los aminoácidos de la red proteica se muestran en la Figura 2 a. Bajas 
concentraciones de DATEM, al igual que en el caso del SSL, favorecieron la 
formación de uniones hidrofóbicas; mientras que la interacción entre la cabeza 
hidrofílica del DATEM y los aminoácidos cargados de las proteínas del gluten sería 
menos efectiva por comportarse esa porción de la molécula como un ácido débil 
parcialmente ionizado. Las interacciones hidrofóbicas provocaron la formación de 
una matriz de gluten estructurada, aunque no agregada como consecuencia de la 
baja proporción de interacciones iónicas.  
La incorporación a la masa de mayores cantidades de DATEM causó una 
agregación de las proteínas de gluten debido a la mayor cantidad de uniones 
hidrofóbicas generadas. Simultáneamente, no provocó un desplegamiento de la red 
de gluten, como en el caso del SSL, como consecuencia de una menor repulsión de 
cargas (Figura 2 c).  
 
 
 
Conclusiones Generales 
 198
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Interacción del DATEM con las proteínas de gluten. Zonas cuadriculadas: regiones 
hidrofóbicas. a) Gluten sin DATEM, b) Gluten + DATEM (baja concentración), c) Gluten + 
DATEM (alta concentración). 
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El DATEM si bien formó complejos con las moléculas de amilosa y estableció 
uniones puente hidrógeno con la amilopectina, lo hizo en menor proporción que el 
SSL. Estos resultados se vieron reflejados en los menores valores de entalpías de 
gelatinización y retrogradación obtenidos para los panes con SSL. 
 
Las distintas formas de interacción entre los emulsificantes y las proteínas 
condicionarán la formación de redes de gluten diferentes, las cuales conllevarán a la 
obtención de masas con características estructurales y texturales diferentes. Como 
consecuencia del cambio estructural producido al agregar altas concentraciones de 
emulsificantes, las masas elaboradas con SSL necesitaron mucho tiempo de 
amasado para poder desarrollarse, presentaron una consistencia y una dureza 
excesivas y sus matrices fueron poco elásticas y cohesivas. Por su parte, el DATEM 
generó masas muy poco estables. Debido a este comportamiento se llegó a la 
conclusión que la incorporación de altas concentraciones de emulsificantes no sería 
recomendable en la elaboración de pan, ya que generarían una desestabilización en 
la matriz de la masa que impediría el adecuado desarrollo de la misma y se 
obtendrían panes de características texturales no deseables. Por el contrario, el 
agregado de dichos aditivos en bajas concentraciones (≤1%) generó masas menos 
duras, consistentes y adhesivas, provocando un ablandamiento que mejoró sus 
características texturales. Estos efectos se vieron reflejados al momento de elaborar 
los panes. La incorporación de bajas concentraciones de SSL y DATEM a la 
formulación generó panes con mayor volumen específico, miga menos dura, más 
homogénea y esponjosa, con mayor número de alvéolos; resultando el SSL más 
efectivo que el DATEM. 
 
Como última instancia de esta tesis surgió la inquietud de agregar almidón 
resistente de maíz (ARM) a la formulación para obtener un pan de molde nutricional 
adicionado con fibra que sea saludable. El inconveniente que presenta esta fibra 
alimentaria es que tecnológicamente, la sustitución de harina de trigo por ARM 
afecta a la calidad del pan, por la dilución de las proteínas del gluten. Por lo tanto, 
con el fin de obtener un producto de alta calidad, se ajustó la formulación de las 
masas mediante el agregado de emulsificantes. El agregado de DATEM provocó 
una recuperación en la extensibilidad de las masas, mientras que la incorporación de 
SSL y la mezcla SSL-DATEM a las formulaciones mejoró la dureza y consistencia de 
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las mismas, con mayor resistencia a la extensión. Por su parte, el PS80 generó 
masas más blandas, elásticas y cohesivas, condiciones desfavorables para la 
elaboración de pan, hecho que se comprobó en los ensayos de reofermentación al 
observarse que las masas elaboradas con este emulsificante desarrollaron menos y 
tuvieron poca capacidad de retención de CO2.   
El pan obtenido con la concentración optimizada de los tres emulsificantes (con 
un predominio en el nivel de SSL con respecto al DATEM y PS80) presentó, en 
comparación al pan sin aditivo, un volumen específico considerablemente mayor con 
una miga mucho más blanda y esponjosa.   
Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis resaltan la relevancia del uso de 
ciertos emulsificantes en determinados niveles para panificación. Los mismos 
evidencian la necesidad de la incorporación de emulsificantes a formulaciones con 
ingredientes nutricionales que bajan la calidad panadera, como en este caso fue el 
almidón resistente de maíz. Mediante los ensayos realizados en panes con ARM 
pudo comprobarse que se pueden elaborar panes enriquecidos en fibra alimentaria 
que presenten buen volumen y textura utilizando emulsificantes como mejoradores 
de la formulación y así obtener productos de panificación que sean aceptados por 
los consumidores y que proporcionen un aporte benéfico a la salud.  
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